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ROVIDITESEK JEGYZEKE

- cCcC. carcinoma

— CCDC6 coiled-coil domain containing 6

— DNS dezoxiribonukleinsav

- EGF epidermalis ndvekedési faktor (epidermal growth factor)

- EGFR epidermalis novekedési faktor receptor (epidermal growth factor
receptor)

— ELISA enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalat (enzyme-linked
immunosorbent assay)

- ERK extracellularis jel hatasara aktivalt kinaz (extracellular-signal-
regulated kinase)

- FGF fibrolaszt novekedési faktor (fibroblast growth factor)

- FIA fluoreszcens alapti immunszorbens vizsgalat

- FNAB vékonytii-biopszia (fine needle aspiration biopsy)

- FTC follicularis pajzsmirigy carcinoma (follicular thyroid cancer)

- FVPTC papillaris papillaris carcinoma follicularis variansa

— GAPDH gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz

- GDP guanozin-difoszfat

- GTP guanozin-trifoszfat

- H4 histon 4 fehérje

- HMGA2 high-mobility group AT-hook 2

— HRAS Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog

— KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

- LIA lumineszcens alapti immunszorbens vizsgalat

-  MAPK mitogénaktivalt protein-kindz

- MCPTC papillaris pajzsmirigy microcarcinoma

- MRC2 mannose receptor, C type 2

— NCOA4 nuclear receptor coactivator 4

- NGS next generation sequencing

— NRAS neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog

- RIA radioimmunassay
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paired box 8
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1. BEVEZETES

A pajzsmirigy az emberi szervezetben nélkiilozhetetlen szerepet tolt be. Hatasara az
adott pillanatnak megfelelden gyorsulnak vagy lassulnak kiilonb6z6 szellemi és fizikai
folyamataink. Ha valamilyen okbodl ez az egyenstly megbomlik, akkor beszéliink
betegségrél. Hazankban a pajzsmirigy problémak népbetegségnek szamitanak. A
magyar emberek pajzsmirigye mar gyermekkorban nagyobb, mint a megfeleld
jodellatottsagt orszagokban €16 hasonld korosztalyuaknak. A megfigyelések alapjan
mondhatjuk, hogy a n6k korében sokkal gyakoribb az e mirigyet érinté megbetegedés,
mint a férfiak esetében [1].

Az Osszes mirigyeS szerviinkkel kapcsolatban irtak mar le valamilyen daganatos
megbetegedést. Az utdbbi években a pajzsmirigy keriilt gorcsé ald, ami részben a
molekularis biologia egyre novekvd térnyerésének is koszonhetd. A teljes human
genom megszekvenalasa Ota jelentdsen datalakult a tudoméanyos vilag €s jelentds
szemléletvaltas kovetkezett be. Az 0j technologiak (NGS, next generation sequencing)
révén az informdcidaramlas felgyorsult, a koltséghanyadok jelentdsen lecsokkentek és a
kutatokon kiviil mar a mindennapok emberéhez is kozelebb keriilt a genetika [2].
Kordbban a genetikai kutatdsok, diagnosztikak koézéppontjdban 4all6 egy pontos
nukleotid polimorfizmusok (SNP) vizsgalatat mara felvaltotta a robosztus génmutacios

panelek vizsgalata.

1.1. A pajzsmirigyrol altalaban

A pajzsmirigy (glandula thyreoidea) a nyak eliilsé részén, a nyel6csé el6tt
elhelyezkedd, pillangd alaku mirigy. Anatomiajat tekintve tojas alaku, 10-20 gramm
tomegli mirigy, amelyet két lebenyre és egy hidra, isthmusra oszthatjuk. Fiziologiai
szempontbdl a belsd elvalasztasi mirigyek csoportjdba tartozik és szerepet jatszik a
szervezet anyagcsere-folyamatainak, a sejtek génexpresszidjanak szabalyozasaban. A
pajzsmirigy hormonalis szabalyozasa negativ feedback révén a hypothalamus-
hypophysis rendszer iranyitasa alatt 4ll. A hypothalamusban termelddé 3 aminosavbol
all6 thyreotropinfelszabadit6 hormon (TRH) hatasara az adenohypohysis thyreotrop
sejtjeiben képzddd thyreotrop hormon (TSH) szabalyozza kozvetlenill a pajzsmirigy
miikodését. A TRH a TSH szekréciojan kiviil a TSH génnek az atirédasat is fokozza. A

TSH masik jelentés szabalyozoja a periférias vér T3/T4 szintje, amelyek
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szérumkoncentraciojanak  novekedése negativ  visszacsatolassal —csokkenti a
hypothalmus TRH szintézisét, valamint a TSH gén transzkripcidjat. A TSH szint sajatos
napi ritmussal rendelkezik, ugyanis napkozben alacsony, majd ¢éjszaka éri el

csucskoncentraciojat és reggelre visszacsokken [1, 3].

1.2. A pajzsmirigy vizsgalata

Az orvostudomany fejlodésével a vizsgald mddszereknek is 1épést kellett tartaniuk.
A hosszi éveken at — tobbek kozott ma is — alkalmazott tapintasos vizsgalodas terjedt el
leginkabb. A mddszer 1ényege, hogy a beteg mogott elhelyezkedve két kéz mutato- és
kozéps6 ujjaival keresik a mirigyallomanyt, ill. a tajékozodasban segitséget nyujto
gylrtiporcot. A masik lehetéség, hogy szembdl, a hiivelykujjal tapintjak Ki a szervet. Ez
a modszer lehetdséget ad egy gyors felmérésre a mirigy alloméanyaval (konzisztencia,
van-e benne gob, milyen eltérést mutat nyelés hatisara), valamint a kornyékbeli
nyirokcsomokkal kapcsolatban.

Mindezek mellett ma mar egy szélesebb korben allnak rendelkezésilinkre
lehetdségek, amelyeket célszeri négy nagy csoportra bontani: in vitro, in vivo,
képalkoto eljaras és tiibiopszia.

Az in vitro vizsgalatok a soraba a rutin laboratoriumi teszteket soroljuk, amelyekkel
a lehet6 legegyszeriibb a pajzsmirigy pillanatnyi allapotat felmérni. Ide tartozik a TSH
meghatarozasa, amely igen hosszii utat jart be a hetvenes években megjelent elso
radioimmunassay (RIA) o6ta. Mindekézben finomodott a modszer is, eziltal az
érzékenysége is Ugy valtozott, hogy az euthyreosis ¢és a hyperthyreosis kozt
biztonsaggal tesz kiilonbséget, amely az elsé generacios tesztekkel még nem volt
megvalosithatd. A médszer 1ényege az un. szendvicstechnika, az elsé antitest tobbnyire
a TSH béta-alegységéhez k6tddd monoklonalis antitest, amely szilard fazishoz kotott és
fixalja a vizsgalandé anyagban a TSH-t, mig a masodik antitest a modszertdl fliggden
jelolt mono- vagy poliklondlis antitest. A jelolés lehet radioaktiv (RIA), enzimatikus
(ELISA), fluoreszcens (FIA) vagy lumineszcens (LIA). A TSH mérése mellett 1ényeges
a szabadhormon-szintet is mérni a pontos diagnézis felallitasahoz. Természetesen
lényeges minden kiils§ koriilményt is figyelembe venni, tobbek kozott, hogy milyen
gyogyszereket szed a beteg, mivel azoknak lehet TSH noveld vagy épp csokkentd

hatasa, ezaltal hamis eredményeket kaphatunk. A teljesség igénye nélkiil az Gsztrogén,
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antiepileptikumok, vizhajtok novelhetik, a dopamin, a heparin és a szalicilatok pedig
csokkenthetik a TSH szérumszintjét.

Az in vivo vizsgélatok soran per os vagy parenteralisan juttatunk radioaktiv izotdpot
a betegbe, ezaltal kaphatunk informaciot a pajzsmirigy struktarajarol. Az alkalmazhato

izotopok széles tarhaza all rendelkezésiinkre. A technécium-99m (*°™

Tc) mesterséges
izotop, amely a jodidhoz hasonléan jut a pajzsmirigybe és ott nem metabolizalodik,
raktarozodik, hanem relativ gyorsan kiiiriil (felezési ideje 6 oOra), az okozott
sugarterhelés minimalis. A jo6d-131 (131I) izotopot mar ritkdbban hasznaljak tobbek
kozott hossza felezési ideje (8 nap) miatt. Az Un. szcintigrafids vizsgalatok soran a
gobok funkcidjarol kapunk informaciot. Aszerint, hogy egy gdéb a normal szovethez
képest milyen mértékben vesz fel izotopot kiilonbdztetiink meg fokozott felvételii
(,,forr6”) és csokkent felvételiit (,,hideg”), valamint atmenetit (,,intermedier”), azaz a

normal pajzsmirigy szovettel egyenértékiit (1.dbra). A forré6 gobok igen ritkdn

malignusak, ezzel szemben a hideg gobok adjdk csaknem az Osszes malighus

elvaltozast.
R
8.
-
g 44
+ 7] * %)
@.

1. abra Pajzsmirigy szcintigrafia soran kapott kép

(hideg gob, normal pajzsmirigy és meleg gob)

A képalkoto6 eljarasok segitségével lehetdség van a tapintdssal nem érzékelhetd vagy
épp a szcintigrafia soran hidegnek jelzett gobok vizsgalatara. Az ultrahangos vizsgélat
mara nélkiilozhetetlenek lett a mindennapi rutin sordn. Ez annak kdszonhetd, hogy a
pajzsmirigy kisméretii ¢és felszinesen helyezkedik el, igy konnyen kaphatunk
nagyfelbontasti képeket, ezaltal a 2 mm-es cystdk és 3 mm-es solid képletek is
elkiilonithetéek. A radiologusok az emldbiopszidk osztalyozasahoz hasonloan a
pajzsmirigyre is Kifejlesztettek egy egységes rendszert, amely segitségével ultrahangos

vizsgalat soran konnyen kategorizalhato a latott kép és a kérdéses gob statusza. Ez a
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rendszer, a Thyroid image reporing and data system (TIRADS), amely alapjan 6
csoportba lehet sorolni a vizsgalt gobot [4-7]. (1. tablazat)

TIRADS kategoria jellemzok
1 normal pajzsmirigy
2 benignus laeasio
valosziniisithetéen benignus lacaso (5%-nal kisebb a
3 malignitas esélye)
4 malignitasra gyanus leasio
5 valdszintien malignus laesio (80%-nal nagyobb az esélye)
6 biopsziaval bizonyitott malignitas

1. tablazat A TIRADS (Thyroid image reporing and data system ) rendszer, amely
segitségével a radiologus konnyebben kategorizdlhatja a vizsgalt pajzsmirigy goboket
[4-6].

Tobb elonye van ennek a vizsgalatnak: olcsd, mas modszerrel nem kaphatunk ilyen
jol értékelhetd képet, biztonsdgos, nincs szdvetkarosodas a vizsgéalat soran. Az
ultrahangos vizsgalat a diagnozis pontos felallitasaban megkeriilhetetlen vizsgélat. Segit
a célzott vékonytli-aspiracios citologiai vizsgalat (fine needle aspiration biopsy, FNAB)
precizidés végrehajtasaban, informacioét ad a gob, ill. kornyezete vascularizaltsagarol,
patologias nyirokcsomok jelenlétérdl. A legtobb tumoros gob echoszegény, nem éles
kontura, hypervascularizalt, Ichet benne vérzés, cysta, necrosis vagy meszesedés. Az
ultrahang vezérelt vékonytii-biopszianak jelentds és kiemelt szerepe lett a gobok miitét
elotti malignitasbecslésére, azaz a gobok differencidldiagnosztikajara, és e mellett a
thyreoiditisek igazolasara is alkalmas. A modszer eredményességét tiikrozi, hogy fals
pozitiv és fals negativ eredmények kis mértékben fordulnak eld, ezaltal a feleslegesen
elvégzett miitétek szdma csokkenthetd. A vizsgélat elterjedése eldtt a sebészileg
eltavolitott pajzsmirigy gobok minddssze 10-20%-a bizonyult valéban daganatos
elvaltozasnak. Ha a biopsziat tapasztalt orvos megfeleléen végzi, akkor a felesleges
mitétek aranya toredékére csokkenthetd, és a daganatot igazold citologiai vizsgalatok
90-95%-aban a szovettan is igazolja a tumoros folyamat jelenlétét. A biopszia

ismétlésére altalaban 5-10%-os gyakorisdggal keriil sor, a minta véressége vagy
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sejtszegénysége miatt. A gyanus gobok mellett a nyirokcsomoék ellendrzésére is
hasznalhat6 ez a minimalis beavatkozast igényld vizsgalat.

A fent leirt citologiai eljaras valt a pajzsmirigy vizsgalatok ,,gold standard”-jévé. A
nagyon jo hatasfoku vizsgalat még tovabb fejleszthetd. Ehhez a XX-XXI. szazad
forduléjan ugrasszeriien fejlédé molekularis biologiat kell segitségiil hivni, hogy egy
kombinalt, még specifikusabb diagnosztikai modszer épiiljon be a rutin diagnosztikaba.
A genetikai kutatasok révén olyan Sszomatikus onkogén génmutaciok és
génatrendezddések keriiltek a figyelem kozéppontjaba, amelyek alapjan prediktalhato a
kérdéses gob statusza, valamint miitéten atesett betegek kezelési stratégiaja hatarozhato

meg.

1.3. A pajzsmirigy megbetegedései

A pajzsmirigy betegségeket feloszthatjuk életkor szerint, amikor elkiilonitjiikk az
ujsziilott €és felndtt korban megjelend koérképeket. A csecsemOk esetében bekdvetkezd
hormonalis alulmiik6dés eredménye a kreténizmus, azaz a hosszndvekedés és a szellemi
fejlodés visszamaradottsaga.

Feln6tt korban jelentkezé tiinetek két okra vezethetdek vissza: a pajzsmirigy alul-
vagy tulmiikodésére.

A  megndvekedett hormontermelés hatdsara a szervezet energiafolyamatai
felgyorsulnak, amit jelentds hétermelés (melegintolerancia) kovet és mindezek mellett
fokozddnak bizonyos ¢életfunkciok, a kozponti idegrendszer fokozottabb allapotba kertil,
aminek hatasara pl. tremor, idegesség ¢s almatlansag alakul ki. Tulnyomorészt a
pajzsmirigy tulmiikodésébol eredden a keringésbe keriilé pajzsmirigyhormon tébblet
hatasara biokémiai és korélettani valtozasok, thyreotoxicosis alakul ki. Eletkortdl
fiiggetleniil manifesztalodik, amit leginkabb a hormonszint befolyésol.

Tobb alfajat kiilonboztetjik meg: Graves-Basedow-kor, toxikus gébos struma, jod
indukélta hyperthyreosis, TSH indukalta hyperthyreosis, throphoblasttumorok, nem
pajzsmirigy eredetii thyreotoxicosisok.

A csokkent hormontermelés hatdsdra a szervezet energiafolyamatai, bizonyos
életfunkciok lelassulnak, kevésbé toleralja a hideget, 6démak jelenhetnek meg, a nemi
funkciokban zavar all be és a szellemi miikodés is belassul, amit tobbek kozott a
folyamatos faradtsag kisér. Ez a folyamat kiilonb6z6 szoveti valtozasokat is

eredményez, tobbek kozott kialakul a strima, amikor is megndvekszik a pajzsmirigy

10
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tekintve lehet velesziiletett vagy szerzett, jarhat normo-, hypo- vagy hyperfunkcioval
[8]. A strumakat is két nagy csoportra tudjuk bontani: diffaz és gobos strima.

A diffuz stramék csoportjaba sorolhatd az endémias strima, ami Magyarorszagon
igen gyakori, és az altalanos jodhianyra vezethetdé vissza. A masik alcsoport a
sporadikus strima, amely nem a jodhiannyal, hanem az autoimmun, Orokletes
folyamatokkal vagy gyogyszer mellékhatasokkal all 6sszefliggésben.

A gobos stramakban kialakulé gobok a normal allomanytol eltérd tapintata,
elényomulo képletek. Eléfordulasa igen gyakori, foleg jodszegény teriileteken (30-50%
ndékben, 20-30% férfiakban). Morfologiailag ezek a gobok lehetnek tokkal koriilvettek,
adenomak vagy tok nélkiili, adenomatosus strama gobok. A WHO-s klasszifikacio a
szcintigrafia alapjan csoportositja ezeket, igy lehetnek csokkent (,,hideg” gob), fokozott
(,,meleg” gob) vagy normalis jodfelvételiiek. Hazankban nagyobb aranyban a ,hideg”
gobok fordulnak eld (85%), amelyek jelentds része (5-10%) az id6 eldrehaladtaval
malignizalodik [8].

1.4. A pajzsmirigy daganatos megbetegedései

A pajzsmirigy daganatokat a XVII-XIX. szazad fordulojan kezdték el
részletesebben targyalni. J6 masfél évszazadon at az egyetlen hatékony kezelés a miitéti
eltavolitas volt, majd 1946-ban kezdddott el a radiojod-kezelés, amely a mai napig is
tart.

Az évente felismert 0j pajzsmirigy daganatok szama jelentdsen megemelkedett
hazai és nemzetkozi viszonylatban egyarant. Mindezek alapjan talzas nélkiil allithatjuk,
hogy a leggyakoribb endokrin malignus tumorrél van sz6. Volt olyan orszag, ahol a
vizsgalt periddusban megduplazodott a pajzsmirigy daganatok szama. Az USA-ban 15-
20 évvel ezel6tt 15000 1j esetet regisztraltak, ez 2005-re 33000-re emelkedett (forras:
Cancer Statistic, SEER Program, National Institute of Health, USA). 1973-2003 kozott
a papillaris carcinoma incidencidja (follicularis varidnst is beleértve) 189%-0S
emelkedést mutatott [9]. Eves szinten az ijonnan diagnosztizalt pajzsmirigy tumorok
aranya az USA-ban koriilbeliil 1,0-1,5%-ra tehetd az eléfordulasi gyakorisag alapjan az
Osszes daganatra nézve [10]. A magyarorszagi adatok is hasonloan drasztikus

emelkedést mutattak: 1990-es években évi 2-300 0j esetre deriilt fény, ez 2006-ra mar
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az 500-at is meghaladta [11, 12]. A betegség atlagos jelentkezési ideje papillaris
carcinomaban a 45. életév, follicularis carcinoméaban pedig az 50. év. A papillaris és
follicularis aranyt jelent0sen befolydsolja a jodellatottsag. Jodszegény vidéken a
differencialt PTC és FTC aranya kisebb, mig jodban gazdag teriileten ez az arany
magasabb. Kiilonb6zé mas kornyezeti faktorok is szerepet jatszanak a daganatok
kialakulasaban pl. csaladi faktorok, irradiacio, autoimmun folyamatok. A pajzsmirigy
carcinomak incidenciaja 1,2-2/100.000 férfiak, 2-3,8/100.000 ndk esetében. A tumorok
mortalitasa 0,2-1,2/100.000 férfiak, 0,4-2,8/100.000 ndk esetében. A szamadatokbol is
jol latszik, hogy a ndk jobban veszélyeztetettek a megbetegedést, ill. a halalozast
illetden [13].

Mindez az epidemiologiai valtozds valoszinlisithetden inkabb az egyre
kifinomultabb diagnosztikai modszereknek koészonhetd, nem pedig egy, a vilagot
egységesen behalozo szomatikus onkogén hatasnak. A mindennapos diagnosztikaban
jelentés szerepet kap az ultrahang vezérelt vékonytii-biopszia, valamint megjelentek
olyan korszerti modszerek, kezelések, mint példaul a PET-CT.

A pajzsmirigy daganatok irradiacidé mértékétol fliggd teriileti eloszlasanak,
viselkedésének, korcsoportbeli eloszlasanak, frekvenciajanak kiismerésében az 1986-0s
csernobili atomkatasztréfa utani vizsgéalatok jelentds mennyiségli informacioval
szolgaltak.

Az utobbi években egyre tobb haza és nemzetkézi iranyelv (pl. American
Thyroid Association 2009-es uUtmutatasa: Revised American Thyroid Association
Management Guidelines for Patients with Thyroid Nodules and Differentiated Thyroid
Cancer) épiilt be az orvosi gyakorlatba, amely megkonnyiti a pajzsmirigyrakok
felismerését, kezelését, ill. a betegek gyogykezelését.

A pajzsmirigydaganatokat szdvettani szempontok alapjan két nagy csoportra
bontjuk. Az egyik csoportba tartoznak a pajzsmirigyre jellemz6 vonasokkal biro
papillaris, follicularis és medullaris carcinomak, mig a masik csoportba az anaplasticus
carcinomak tartoznak. A harmadik, ritka csoportba mas szervekben is el6forduld
daganattipusok tartoznak, mint példdul a lymphomék. A pajzsmirigyre jellemzd
tumorok a follicularis epithelsejtekbdl indulnak ki vagy a parafollicularis C-sejtekbol
(medullaris cc.). A szoveti differenciacio fokat tekintve a papillaris és follicularis

carcinomat nevezzikk Osszefoglaldan differencidlt pajzsmirigy carcinomanak. A
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medullaris carcinoma kiilon entitds a pajzsmirigy daganatok kozott, a differencialatlan
vagy anaplasticus carcinoma pedig az igen rosszindulatu daganatok csoportjat képezik.
Még léteznek egyéb epithelialis tumorok, de ezek eléfordulasi gyakorisaga igen
alacsony. Jelen dolgozatban a follicularis epithelsejtekbdl kiindulo, differencialt
tumorok targyalasaval foglalkozunk, amely lehet papillaris vagy follicularis rak. A
papillaris daganatokndl altipusokat kiilonboztetink meg, amelyek kozil a
leggyakrabban a follicularis varians, microcarcinoma, encapsulalt, Hiirthle-sejtes (vagy
oncocyter) varians, tall cell (magas sejtes) varians fordul el6, de talalkozhatunk még
diffuz sclerotizald, solid, macrofollicularis tipusokkal is [14].

A gyakorisagukat tekintve a carcinomak megoszlasa a kovetkezd: 65-80%
papillaris, 10-15% follicularis, 5-7% medullaris, 2-5% anaplasticus és 1-2% egyéb [15-
17]. A 10 mm-nél kisebb tumorokat microcarcinomaknak hivjuk. A kevert tumoroknal
legalabb 2 szubtipus szovettani képe keveredik egymassal, pl. a papillaris carcinoma
follicularis variansdnal, amelyet klinikopatologiai viselkedése alapjan a papillaris
carcinomak koz¢ soroljuk). A daganatok osztalyozéasara leginkabb elterjedt rendszer, a
2002-ben megujult TNM-klasszifikaci6 (2. tablazat). Ez azért nagy segitség, mert
tartalmazza a tumor nagysagat, kiterjedésének viszonyat a kornyez6 szovetekhez képest,
a nyirokcsomok statuszat, szamat ¢és elhelyezkedését. A differencialt pajzsmirigy

rakoknal a TNM alapjan I-IV. stadiumot kiilonboztetiink meg (3. tablazat).
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2. tablazat A pajzsmirigy daganatok TNM rendszere
(forras: UICC TNM atlasz 7. kiadés, 2012)

Primer tumor (T)

TX | Primer tumor nem itélhetd meg

TO | Primer tumor nem mutathato ki

T1 | 2 cmvagy kisebb legnagyobb kiterjedésii, pajzsmirigyre korlatoz6dd daganat

Tla | 1 cm vagy kisebb legnagyobb kiterjedést, a pajzsmirigyre korlatozodé daganat

T1b | 1 cm-t meghalado, de legfeljebb 2 cm legnagyobb kiterjedésii, pajzsmirigyre
korlatoz6dd daganat

T2 |2 cm-t meghalado, legfeljebb 4 cm legnagyobb kiterjedésli, pajzsmirigyre
korlatoz6dd daganat

T3 4 cm-nél nagyobb kiterjedésli, pajzsmirigyre korlatozodd, vagy minimalis
mértékben a pajzsmirigyen tal (pl. a m. sternothyreoideusre, vagy a pajzsmirigy
koriili lagy részekbe) terjedé daganat

T4a | A daganat attorte a pajzsmirigy tokjat és raterjed a kovetkezok barmelyikére:
subcutan lagyrészek, gége, 1égcsd, nyeldcsd, n. laryngeus recurrens.

T4b | A daganat a preavertebralis fascidra vagy a mediastinum ereire terjed, netan

befogta az a. carotist.

Minden anaplasztikus carcinomat a T4 kategoriaba kell sorolni.

T4a | (kizarolag anaplasztikus carcinoma) pajzsmirigyre korlatozédd daganat (mérettol
figgetleniil)
T4b | (kizarolag anaplasztikus carcinoma) pajzsmirigyen talterjedé daganat (mérett6l

fliggetleniil)

Regionalis nyirokcsomék (N)

NX | Regionalis nyirokcsomoé nem itélheté meg

NO | Nincs regionalis nyirokcsomoattét

N1 | Regiondlis nyirokcsomoattét

Nla | Vl-os szintli metastasis (pre-, paratrachealis, valamint prelaryngealis (Delphi-i)
nyirokcsomokban

N1b | Egy- vagy kétoldali, vagy ellenoldali nyaki, vagy retropharyngealis, vagy felsd

mediastinalis nyirokcsomok I-es, 11-es, I11-as, IV-es vagy V-0s szintl attéte

Tavoli attétek (M)

MO

Nincs

M1

Tavoli attét(ek)
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Stadium-besorolas

Papillaris és follicularis carcinoma (életkor < 45 év):

Stadium T N M
I barmely T barmely N MO
I barmely T barmely N M1
Papillaris és follicularis carcinoma, differencialt (életkor >45 év):
Stadium T N M
I T1 NO MO
I T2 NO MO
Il T3 NO MO
T1-3 N1la MO
IVA
T4a N1b MO
IVB T4b barmely N MO
IvVC barmely T barmely N M1

3. tablazat A papillaris és follicularis (differencialt) carcinomak kiilon stadium-

besorolasa. (forras: UICC TNM atlasz 7. kiadas, 2012)

1.5. Papillaris carcinoma

A papillaris carcinoma a leggyakoribb pajzsmirigy daganat, az dsszes eset kozel
80%-at adja. Karakterisztikajat tekintve igen széleskori: a kis indolens tumoroktdl
egészen a nagy, gyorsan novekvo, lokalisan invaziv, metastatizald valtozatig barmelyik
eléfordulhat. A legtobb PTC kezelését tekintve jo prognozissal rendelkezik. Ennek
valamelyest ellentmond, hogy a betegek 5,7%-anal 5 éven beliil, 9,4%-anal 10 éven
beliil kitjjul a tumor a kdrnyezd szovetekben, vagy a pajzsmirigy agyéaban, illetve tavoli
attéteket is képezhet a csontokban és a tiidében [18, 19].

Altalaban kiilsé besugarzas hatésara fiatal korban jelenik meg (30-40-es évek),
gyakori a korai attétképzés a nyaki nyirokcsomokba. A betegek anamnézisét tekintve
kozel 30%-uknak volt mar korabban pajzsmirigy betegsége. Leggyakrabban egy, a

nyakon tapinthatd kemény gobként jelentkezik, elsd tlinet sokszor mar a nyaki
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nyirokcsomok attéte (40%), amelyre az esetek tobbségében véletleniil, egy rutin carotis
ultrahang soran deriil fény. A tumor vascularizaltsagabol az agresszivitasara lehet
kovetkeztetni.  Altipusai koziil leggyakrabban a follicularis varians jelenik meg,
amelynek tobb alfaja ismert. Az oszlopossejtes és magas sejtes (tall cell) tipus ritka,
inkabb idds korban jelentkezé vascularisan invaziv agressziv természetii. Mindezek

alapjan a rossz progn6zisti tumorok kozé soroljuk (2. abra).

2. abra Papillaris carcinoma mikroszkopos képe (HE festés, 1000x). A képen jol

latszodnak a papillaris carcinoma jellegzetes sejtmagi eltérései intranuklearis citoplazma

zarvany (fekete vékony nyil) és maghartya barazda, groove (kék, vastagabb nyil).

1.6. Follicularis carcinoma

A follicularis carcinoma is jol differencialt rakforma. A viselkedését tekintve
joval agresszivebb, mint a papillaris carcinoma, valamint jellemzéen 4ttori a
pajzsmirigy tokjat, betor az erekbe és képes igen kordn a csontokban attéteket képezni.

Terjedésére jellemz6 a haematogén Ut, szemben a papillaris tipussal. Az esetek
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tobbségében fajdalmas csomoként jelentkezik, inkdbb az 50-es ¢életkor tajan.
Nyirokcsomokba ritka az 4ttét, a felismeréskor 5-20% az esélye a tavoli attétek
jelenlétének. Diagnosztizaldsa a latott citologiai kép alapjan nem egyszerii, ezért a

pontos diagnozis miitét utan, a hisztologiai képbdl lehet megmondani. (3. abra).

3. abra Follicularis carcinoma mikroszkopos képe (HE festés, 1000x). A jobb

fels6 részen a microfolliculusokbdl felépiild elvaltozas, kdozépen pedig a tokattdrds

lathato.

1.7. A D-vitamin és a pajzsmirigy kapcsolata

Az aktiv D-vitamin el6anyaga a napfény hatasara termelddik a bérben vagy taplalék
utjan keriil be a szervezetiinkbe. Ezutan tobb atalakuldson megy keresztiil, amire aktiv
D-vitamin lesz beldle. A napfény UV-B sugarainak hatasara a 7-dehidrokoleszteronbol
D3-previtamin, majd D3-vitamin képzodik. Az aktiv vegyiiletté valashoz a majban a 25.

szénatomon hidroxilalodik a D3-vitamin, amit az 1. szénatom hidroxilacidja kovet. Ez
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leggyakrabban a vesében torténik, de mas szovetek is képesek ra, pl. bér, emld,
immunsejtek, erek, szivizom, placenta. A hidroxilaciot végzé enzimrendszerek
tulbiztositottak és szoros kontroll alatt allnak, ennek kdszonhetéen csak sulyos maj- és
veseelégtelenségben fordulhat el6 a hianybetegség. Az aktiv vitamin leginkabb a sejtek
osztodasaban, mikodésében, differencidlodasadban, proliferacié gatlasdban ¢és
apoptozisukban jatszik fontos szerepet [20-22]. Prospektiv vizsgalatok megallapitottak,
hogy jelentds, protektiv szerepe van a D3-vitaminnak a daganatokkal szemben. Tobb
tanulmany szignifikdns Osszefliggést talalt a szérum D3-vitamin szint és a tumor
stadium kozott, ugyanis jellemzden alacsony sz€érumszintet mértek a vizsgalt személyek
vérében [22].

A pajzsmirigy daganatok tekintetében még nem végeztek atfogd vizsgalatokat a D3-
vitamin védd hatasat vizsgalva, de az eddigi tanulmédnyok alapjan feltételezhetd, hogy
jelent6s szerepet jatszik a szérum D3-vitamin szint a pajzsmirigyet érintd tumorgenezis

folyamatéaban.

18



DOI:10.14753/SE.2015.1770

1.8. Lehetséges 1j molekularis célpontok a  pajzsmirigydaganatok

kialakulasanak hatterében

Szamos onkogén, antionkogén és tumormarker részvételét leirtdk a pajzsmirigy
carcinogenezisben (4. abra). Tobb hipotézis is sziiletett a tumorgenezis folyamatanak
magyarazatdra. Az elméleti és molekularis genetikai tanulmanyok alapjan, egyre
nagyobb teret hodit a fenti paraméterek klinikai, gyakorlati jelentdségének
meghatarozasa a mindennapok diagnosztikajaban. A kiilonb6zé hipotézisek alapjan a
magasan differencialt joindulata sejtek fokozatosan alakulnak at malignus sejtekké a
genomialis DNS-ben felhalmozodd eltérések miatt. Ezen elmélet szerint a
thyreocytakban fokozatosan felszaporodd specifikus csiravonalas és/vagy szomatikus
genetikai zavarok lehetnek felelések a kiilonbdz6 pajzsmirigydaganatokban észlelt
szOvettani fenotipusok kialakulasaért. Ebbol kifolyolag a genetikai vizsgalatok

hasznosak lehetnek a rakos elfajulast mutato sejtklonok korai kisziirésére [23].

Follicularis Follicularis

RAS adenoma » carcinoma
PAXSW \Q‘

Anaplasticus

Thyreocyta pajzsmirigyrak
sugar- Papillaris
expozicio—— RET/PTC carcinoma
BRAF
trk, met, ras

4. abra A pajzsmirigy rakok carcinogenesise és mutaciok helye a folyamatban [23,

24].

Sejtjeink normal mitkodéséhez hozzatartozik, hogy megfeleld kiilsd (extracellularis)
hatasra elkezdjenek osztddni és novekedni. Ebben a folyamatban jatszanak szerepet a
novekedési faktorok: epidermalis novekedési faktor (EGF), trombocitdkbdl szarmazo
novekedési faktor (PDGF), fibroblaszt novekedési faktor (FGF), neurotrofinok (pl.
NGF) ¢és ide tartozik még az inzulin is. Ezen vegyiiletek a sejtmembranban

elhelyezked6 tirozin-kinaz aktivitassal rendelkez6 receptorkon keresztiil fejtik ki
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hatasukat. Az extracellularis doménen két6dé EGF két receptormolekula dimerizacidjat
hozza Iétre, amely elengedhetetlen feltétele a jelpalya aktivalédasnak. Az
autofoszforilacio hatasara a legalabb 6t oldallanc aktivalédik, igy biztositva a
fehérjekotodést és egyszerre akar ot kiillonbozd irdnyba induld jeltovabbitast. A
novekedési faktorokra jellemz0 sajatsagos jelatvitel egy jelentds részéért a ras GTP-koto
fehérje akitvalodasa felelds. A ras gének (HRAS, NRAS, KRAS) 21 kDa nagysagu
proteineket kodolnak, amelyek GTP és GDP kotésére is képesek, de aktivak csak a
GTP-t kot6 formajuk. Az inaktivalédasukban mas fehérjék vesznek részt (tobbek kozott
a GAP ¢és p2lras), amit citoplazmatikus exchange fehérjék (pl. SOS-fehérje)
iranyitanak. A GTP-t kotd, aktivalt ras-fehérje inditja be a kiilonb6z6 protein-
kinazokbol allo foszforilacios kaszkadot, a MAP-kinaz rendszert, amely végiil egy sor
kiilonféle fehérje, koztiik transzkripcids faktorok foszforilacidjanak segitségével inditja
el a novekedési faktorok altal szabalyozott folyamatokat (5. abra, piros kor). A kaszkad
els6 enzime a raf-gén altal kodolt szerint/treonin-protein-kinaz, amely Kkettds
foszforlilacioval akitvalja a MAP-kinaz-kinazt, ezaltal aktivalodik a MAP-kinaz
enzimcsalad, amelyet ERK-nak (extracellularis jelre regulalodd protein-kindzoknak is
szoktak nevezni [25, 26]. Ez az enzimcsalad tovabbi protein-kindzokat, transzkripcios
faktorokat és egyéb fehérjéket foglal magaba, amelyek a leginkabb a génexpressziokban
jatszanak fontos szerepet.

A novekedési faktorok jelatvivd mechanizmusaiban szerepet jatszo fehérjéket kodolo
gének, a protoonkogének, amelyek mutacidja onkogénné torténd atalakulashoz vezet. A
mutacié nem csupan a protoonkogének aktivalodasat jelenti, hanem nagy szerepe van a
tumorszupresszor gének inaktivalodasaban is. Ezen gének a sejtproliferacio fiziologias
kereteinek biztositasdban vesznek részt (pl. sejtciklus G1/S hataron késleltetik vagy
gatoljak az S fazisba torténd atmenetet). A protoonkogének hiperaktivitisa vagy a
tumorszupresszor gének hibaja, kodolt fehérjék hianya, csokkent funkcidja szintén a

tumorok kialakulasahoz vezethet [27].
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5. abra A MAP-kinaz utvonal abréja, amelybdl zold korrel a pajzsmirigy daganatokkal
kapcsolatba hozott gének regulacios folyamatban betoltott szerepét és helyét lehet latni.
(forras: Wikipédia)

1.8.1. BRAF gén

A 7. kromoszoéman (7q24) elhelyezkedd protoonkogének csaladjaba tartozo szerin-
treonin kinazt kédol6 BRAF gén (v-RAF murine sarcoma viral oncogene homolog B,
mas néven serine/threonin-protein kinase B-RAF) a ndvekedési szignal transzdukcid
folyamataiban jatszik szerepet a mitogénaktivalt proteinkinz- (MAPK-) utvonalon,
ezaltal képes befolyasolni a sejtek osztodasat, differencialodasat és apoptozisat [25, 26,
28, 29]. Minden human sejtben expreszalodik, igy a pajzsmirigyben is [30]. A vad
tipusi BRAF egy bonyolult folyamat révén aktivalodik, amelyben szerepet jatszanak
tobbek kozott a RAS aktivitas, foszforilaciok, fehérje-lipid kdlesonhatasok. A BRAF
gén mutéciojat legeldszor 2002-ben hoztdk kapcsolatba a carcinogenezis folyamataval
[26]. A szomatikus mutaci6 soran az 599. kodonban egy valin cserélddik ki glutamatra,
és igy fokozodik a kinazaktivitas [23]. Szerepét leirtak a melanoma, colontumorok és a

pajzsmirigy daganatok kialakulasaval Osszefiiggésben is [29-31]. A pajzsmirigy
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daganatok koziil a papillaris pajzsmirigyrakok klasszikus (40-45%), follicularis, tall cell
¢s microcarcinoma variansaival hoztak kapcsolatba a gén mutéciojat, egyes cikkek a
follicularis carcinomaban is leirtak [32-35]. A carginogenezis korai fazasra is hatassal
vannak a BRAF mutacié okozta valtozasok, erre enged kdvetkeztetni az is, hogy a
microcarcinomak jelentds szazalékaban (40,1%) is detektalhato [36, 37].

Egyes vizsgalatok, amelyekben a tumor viselkedését is vizsgaltak a genetikai
elvaltozasok mellett, kimutattdk, hogy jelentés 0Osszefliggés mutatkozik a BRAF
mutaci6 és a tumor agresszivitdsa, illetve a tavoli metastasisok kozott [38-43].
Ugyanakkor tobb olyan vizsgélat is megjelent, amelyekben nem taldltak osszefliggést a

BRAF pozitiv papillaris carcinomak viselkedése és genetikai allapota kozt [39, 44-50].

1.8.2. RAS géncsalad — NRAS, HRAS és KRAS gének

A RAS (Rat sarcoma) géncsaladot a protoonkogének csaladjaba soroljak, az altaluk
kodolt Ras fehérje a kis GTPazok kozé tartozik. A human kutatasokban leginkabb
harom kiilonb6z6 Ras gén, a HRAS (Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog), az
NRAS (Neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog) és a KRAS (Kirsten rat
sarcoma viral oncogene homolog) keriilt koézéppontba. Mindharom gén 189
aminosavbol 4allo fehérjét kodol és extrém modon hasonlitanak egymasra [51]. A
pontmutaciok kovetkeztében létrejove patologias fehérje nagyobb affinitassal kot a
GTP-hez vagy inaktivalja annak GTP-az funkciojat, igy a mutans Ras fehére allanddan
aktiv allapotba keriil. Ezaltal aktivalodnak a MAP-Kinazok és beindul a kaszkad
rendszer. Mindharom RAS onkogén mutacidja fellelhetd follicularis neoplaziaban,
elsésorban FTC-ben és a papillaris carcinoma follicularis variansaban, de gyakran
kimutattdk mar az  agressziv  fenotipusi  differencidlatlan,  anaplasticus
pajzsmirigyrakokban is [23]. A pajzsmirigy daganatok mellett leirtak pancreas, colon és
tiidé carcinomakban is. Az Gsszes daganatok tekintetében kb. 20-30%-ra tehet6 ezen
mutaciok jelenléte [52-54].

A nemzetkdzi kutatdsok soran kideriilt, hogy a follicularis carcinomak
kialakulasaban jatszanak jelentOs szerepet a mutans RAS gének, az FTC-k 30-40%-
aban, a PTC-k 10-20%-ban megtalalhatoak [33]. A szovettani képek alapjan a RAS
mutans PTC-ket follicularis variansi papillaris carcinomdknak hivjdk, mert

szerkezetileg neoplasticus folliculusok novekednek, nem pedig papillaris struktarak.
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Mindezek mellett benignus follicularis adenomdkban is gyakori a RAS mutacié (20-
40%) [33]. A mutaci6 jelenléte joindulati adenomakban ¢és follicularis mintazata
tumorokban arra enged kovetkeztetni, hogy mindezek prekurzorai lehetnek a follicularis
carcinomaknak, ill. a follicularis variansu papillaris carcinomaknak. Ezek alapjan a

RAS mutacio prediszponalo faktora lehet a jol differencialt daganatoknak [33].

1.8.3. RET/PTC génatrendezodések

A RET/PTC (rearranged during transfection/ papillary thyroid cancer) defektus egy
kromoszomabeli valtozéas, amely a papillaris carcinogenesisben jatszik szerepet. Tobb
tanulmany alapjan elmondhatjuk, hogy kialakulasuk és tipusuk fligg az ¢életkortol,
nemtél és korabbi sugarterhelés mértékétél [23, 33]. A 10ql11.2 kromoszéman
elhelyezked6 RET-protoonkogén egy tirozin-kindz aktivitasi transzmembran receptrot
koédol. Normal follicularis sejtben nem expresszalddnak, ellenben az atrendezddést
kovetden degenerativ modon a papillaris pajzsmirigyrakokban megjelennek, ezaltal
patologias tirozin-kinaz receptort hoznak létre. A pajzsmirigydaganatok szempontjabol
leggyakoribb RET/PTC atrendezddések a kdvetkezok:

- A RET/PTC1 a 10. kromoszoma hosszu karjan 1évé intrakromoszoémalis
inverzié eredménye. A RET és CCDC6 (coiled-coil domain containing 6;
mas néven H4 (D10S170; Histon 4) gén kicseré¢lodése okozza.
eredménye. A RET gén tirozi-kindz-doménje kicserélddik a PKARIA
(cAMP-dependent protein kinase type I-alpha regulatory chain) szabalyozd
alegység egy részével. (A tobbi, fel nem sorolt RET/PTC génatrendezddés a
RET/PTC2-hoz hasonldan alakul ki.)

- A RET/PTC3 génatrendez6dés 1is egy intrakromoszomalis géncsere
eredménye, aminek kovetkeztében a RET és az NCOA4 (Nuclear receptor
coactivator 4, masik jelolése ELE1) gének fuzionalnak.

A RET/PTC génatrendezédések eldfordulasa a PTC-kre jellemzd, eléfordulasi
gyakorisaga 10-45% [33]. Vizsgaltak a jodellatottsaggal vald Osszefliggését is, és
megerdsitették, hogy alacsonyabb aranyban jelenik meg a normal, nem jodhianyos
teriileteken (pl. Japan) [55]. Tobb vizsgalat alatamasztotta, hogy a RET/PTCS3 fiatal kori

sugarexpozicié hatasara alakul ki és karakterisztikajat tekintve agresszivebb [23, 55]. A
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carcinogenezis folyamataban betoltott pontos szerepe még nem teljesen ismert, ezt
mutatja az a tény is, hogy papillaris microcarcinomékban is talaltak ilyen
génatrendezOdést [55, 56]. Azt fontos megemliteni, hogy a RET/PTC atrendez6déssel
bir6 daganatok nem alakulnak at anaplasticus, differencialatlan pajzsmirigyrakokka
[23].

1.8.4. PAX8/PPAR-gamma génatrendezodések

A PAXS egy 12 exombol all6 transzkripcids faktor, amely a paired box csalad tagja.
A normal pajzsmirigymiikddéshez nélkiilozhetetlen, ugyanis pajzsmirigy specifikus
gének, mint példaul thyroglobulin, TPO (thyroid peroxidase), vagy SLC5AS (sodium
iodide symporter), expressziojaban jatszik fontos szerepet. A PAX8 gén expresszalodik
még a fejlédo agyszovetben és a vesében is, de mutécidjat csak a pajzsmirigy szovetben
irtak le [57].

A PPARgamma (peroxisome proliferator-activated receptor) nuklearis receptor,
amely jelentds regulator szerepet tolt be a szervezet lipid metabolizmusaban és az
inzulin érzékenységben. Onkologiai tekintetben tumorszupresszorok csaladjaba tarozik
[57]. Fontos szerepe van a pajzsmirigy carcinogenezisben. A PAX/PPARgamma
génatrendezddések foleg follicularis carcinomdkra jellemzd. A PAXS8 pajzsmirigy
transzkripcios faktor és a PPARgamma A-F DNS-k6td domén fuzidja soran jon létre
transzlokacid (t(2;3)(q13;25)), amely hatasara keletkez0 mRNS ¢és a fehérje
specifikusan a FTC-kben jelentkezik és az apoptosis mértékét csokkenti. A vad tipusu
PPARgamma overexpresszid hatasara a pajzsmirigyrakos sejtvonalakban a

sejtnovekedés gatlodott, és ezt a hatast a PPARgamma agonistak fokoztak is [23, 57].

1.8.5. A ,,3 gén modell”: SFN, HMGA2, MRC2

A pajzsmirigy gobok szdma jelentésen emelkedett az elmult évtizedek sordn. A
gbobok jelentds része nem okoz panaszt, ezt az is jelzi, hogy sokszor csak a boncolas
soran fedezik fel 6ket. Prasad és munkatarsai [58] 2012-ben kozolték egy genom
screening vizsgéalat eredményeit, amely soran azt vizsgaltak, mely gének expressziobeli
valtozasanak lehet Osszefliggése a pajzsmirigy tumorok benignus vagy malignus

voltaval. A kutatds sordn 3 gén mutatott szoros Osszefliggést a vizsgalt paraméterekkel:
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SFN (stratifin), MRC2 (mannose receptor, C type 2) és HMGA2 (High-mobility group
AT-hook 2). E harom gén kombinacidja 100%-os specificitast és 80%-os szenzitivitast
mutatott a pajzsmirigy daganatok karakterisztikajat illetéen.

Az SFN gén a 14-3-3 protein sigma-t, azaz az Epithelial cell marker protein 1-et
kédolja. A 14-3-3 fehérjék tobb izoformajat ismerjiik, amelyek szerepet jatszanak a
sejtek ndvekedésének, a sejtciklus szabalyozasaban, valamint kiilonbdzo ligandok sejten
beliili megkotésében és szallitasaban [59, 60]. A daganatok szempontjabdl 1ényeges,
hogy tumorszupresszor volta ellenére emelkedett expressziot mértek a lagyszoveti
infiltraciot mutatd tumorszovetekben. Tovabba kapcsolatot talaltak az magasabb SFN
génkifejez6dés, valamint a tiidordkok, squamosus sejtes daganatok, pancreas,
endometrum, cervix carcinomak és Osszességében a negativ prognozis kozott [58, 59,
61].

Az MRC2 gén, mas néven uPARAP/Endo180 (urokinase-type plasminogen activator
respetor-associated protein) néven is ismert konsitutiv, manndz receptorok csaladjaba
taroz6 receptor. Szerepe van sejtek endo- és exocitozisdnak szabalyozdsaban, valamint a
sejtmembranban és a matrixban 1év6 ép, vagy mar degradald kollagén rostok turn-
overében [62]. Az MRC2 szerepét megfigyelték danatok attétképzésében, prosztata,
eml6 és fej-, nyakdaganatok kialakulasaban [58, 63].

A HMGA2 gén a HMGA2 proteint kodolja, ami a high mobility gruop (HMG)
fehérjék kozé tartozik. Mar tobb mint 25 éve ismerjiik ezeket a fehérjéket, amelyek a
kromatin allomanyhoz kotnek, neviiket pedig az elektroforézis soran mutatott gyors
mozgasukrol kaptak. Mivel szerepiik van a génatirddas szabalyozasaba, valamint a DNS
strukturajanak valtozasaban, ezért szerkezeti transzkripcios faktoroknak is nevezik dket.
Részt vesznek a sejtciklusok, differencidlodasok, 6regedés €s neoplasticus atalakulasok
folyamataiban. Embrionalis korban jelentésen emelkedett ezen fehérjék expresszioja. A
HMGA2 gén pontos szerepe nem ismert a tumorképzddés folyamataban, de emelkedett
expresszidjat mutattak ki pancreas, tiido, oralis squamosus sejt epithelialis tumorokban,

valamint emlérakokban és a leukémia egyes eseteiben is [58, 64-66].

1.8.6. CYP24A1 és CYP27B1 gén expresszio

A D3 vitamin aktiv metabolitja, az 1,25-(OH)-D3 vitamin szerepet jatszik a sejtek

novekedésében, differencidlodasaban és apoptdzisdban. Apoptotikus szerepét leirtak
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mar colon, emld és prosztata daganatokban egyarant [67-69]. Ennck ellenére a
daganatellenes hatasat még nem hasznalja ki a klinikai gyakorlat. Munkacsoportunk
korabbi kisérletei fényt deritettek arra, hogy az aktiv D3-vitamin inaktivalasaban
szerepet jatszo 24-hidroxilaz (CYP24Al) enzim expresszids szintje megndvekszik
colon carcinomas sejtvonalakban [70]. Ez a hatas feltételezhetéen a tumor sejtek
védekezd mechanizmusa, a D3-vitamin antitumor hatasa ellen.
Pajzsmirigydaganatokkal kapcsolatban még nem vizsgaltak az expresszios valtozasokat.
A citokrom enzimrendszer masik tagja, a CYP27B, amely az 1-alfa-hidroxilaz aktivitasa
révén a D3-vitamin aktivalasdban jatszik kulcsszerepet. Khadzkou és munkatarsai
vizsgaltdk a CYP27B1 expresszidjanak valtozasat PTC-s esetekben, de nem talaltak
szignifikans Osszefliggést a metastasisok és a normal szdovetallomany expresszids

képessége kozott [71].
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2. CELKITUZES

Jelen munkank soran a kovetkez6 célokat tliztiik ki:

1.) Szomatikus onkogén BRAF mutécio vizsgalata hazai differencialt pajzsmirigy
tumor mintakban és ezen mutacido Osszefliggésének analizise a mutacio
pozitivitas, valamint a tumor agresszivitasa tekintetében.

2.) Szomatikus onkogén RAS géncsalad (NRAS, HRAS, KRAS) mutacidinak
vizsgalata hazai differencidlt pajzsmirigy tumor mintdkban és ezen mutaciok
Osszefliggésének analizise a mutacio pozitivitas, valamint a tumor agresszivitasa
tekintetében.

3.) Szomatikus onkogén RET/PTC génatrendez6dés vizsgalata hazai differencialt
pajzsmirigy tumor mintdkban és ezen génatrendez6dés Osszefliggésének
analizise a mutacio pozitivitas, valamint a tumor agresszivitasa tekintetében.

4.) Szomatikus onkogén PAX/PPARgamma génatrendez6dés vizsgalata hazai
differencialt pajzsmirigy tumor mintdkban ¢és ezen génatrendezddés
Osszefliggésének vizsgalata a mutdcid pozitivitds, valamint a tumor
agresszivitasa tekintetében.

5.) Az SFN, HMGA2, MRC2 gének expresszios mintazatanak vizsgalata hazai
papillaris pajzsmirigy tumor mintakon.

6.) A CYP24A1 és CYP27B1 gén kifejez6désének vizsgalata papillaris pajzsmirigy
tumor mintdkon ¢&s Osszefiiggést keresni a CYP24Al1 ¢s CYP27B1 gén
expresszios mintazata, valamint a tumor agresszivitasa kozott.

7.) A SFN, HMGA2, MRC2 génexpresszio ¢és CYP24Al génkifejezodés

Osszehasonlitdsa hazai papillaris pajzsmirigy tumor mintakon.
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3. MODSZEREK

3.1. Mintak gyiijtése

A felhasznalt vizsgélati mintdinkat két nagy csoportra oszthatjuk: intraoperativ, friss
szovetmintak és formalinba fixalt paraffinba agyazott, archivalt mintak.

A friss mitéti mintdk a Semmelweis Egyetem 1. sz. Sebészeti Klinikajarol
szarmaztak, amelyekbdl patologus segitséggel kaptunk szdvetdarabokat. A bedgyazott
mintdkat a Semmelweis Egyetem II. sz. Patologiai Intézet, a Szegedi
Tudomanyegyetem Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kézpont Altalanos Orvostudomanyi
Kar Patologiai Intézet és az Orszagos Onkologiai Intézet archivumabdl szarmaztak.

Osszesen 436 mintat gytijtottiink, 218 tumoros és 218 ugyanazon minta egészséges, a
tumor altal nem érintett teriiletének részlete.

A genetikai vizsgalatok etikai engedéllyel rendelkeztek: ETT-TUKEB 1160-0/2010-
1018EKU (1. melléklet). Minden beteggel beleegyezé nyilatkozatot toltettiink ki (2.
melléklet).

3.2. Nukleinsav (DNS, RNS) izolalas

A friss szovetmintidkat a miitétet kovetden azonnal -80 °C-ra fagyasztottuk Ie,
egészen a feldolgozas pillanataig. A blokkokba 4gyazott mintdkat szobahdmérsékleten
taroltuk.

A fagyasztott (a tumor altal nem érintett és a tumoros szdvetb6l) mintak
feldolgozasanak els6 1épése volt, hogy egy foszfattal-pufferelt oldatban (PBS) apritottuk
fel a Fisher Scientific PowerGen 125 szévethomogenizator (Fisher Scientific GmbH,
Germany) segitségével.

A genomialis DNS izolalasa a Roche High Pure PCR Template Preparation Kit
(Roche, Indianapolis, IN, USA) felhasznalasaval, az RNS-t Roche High Pure RNA
Isolation Kittel (Roche) nyertiik ki a mintdkbol. Minden esetben a cég altat eldirt
protokollt hasznaltuk.

A paraffinos mintdk (a tumor altal nem érintett és a tumoros szovetrész) genomidlis
DNS-ét a Roche High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) segitségével
allitottuk eld, mig az RNS-eket Roche High Pure RNA Paraffin Kittel (Roche) sikeriilt a

legnagyobb tisztasdgban és koncentracioban eldallitani.
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3.3. Szomatikus onkogén mutaciok vizsgalata melting curve analizis
segitségével

A DNS mutaciok - BRAF codon 600 (rs113488022), NRAS codon 61 (rs79057879),
HRAS codon 61 (rs28933406), KRAS codon 12 és 13 (rs121913535) — fluoreszcens
detektalasahoz Roche LightCycler késziiléket hasznaltunk (Roche Light Cycler 2.0
Instrument, Roche). Mindegyik mutacidhoz elére megtervezett primer part és
oligonukleotid probakat alkalmaztunk [72]. Az amplifikalashoz felhasznaltunk 1 pl
izolalt DNS-t, 0,5-0,5 pl-t mindkét primerbdl (TIB MOLBIOL Berlin), 0,5-0,5 pl-t
mindkét hibridizaciés probabol (TIB MOLBIOL), 1,5 ul vizet, 0,5 pul Bovine Serum
Albumin (BSA) (10 mg/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) és 5 pl JumpStartTaq
ReadyMix PCR polymerase (Sigma-Aldrich) oldatot. A vizsgalatot a kovetkezd
protokoll alapjan végeztiik: 5 percen at 95°C-on térténd denaturalas; 60 cikluson at 10
sec 95°C, 10 sec 54°C ¢és 15 sec 72°C, majd a késziilék altal 40-80°C kozott fluoreszcens
jelzéssel detektalt melting gorbét elemeztilk. A melting gorbét a fluoreszcens jel
hémérséklet szerinti negativ derivaltjabol (-dF/dT) hatarozta meg a szoftver. A modszer
mutaciodszenzitivitasa 10% volt, ami azt jelenti, hogy minimum 10%-ot kell elérniiik a
mutans allélt hordozo sejtek aranyanak a mintaban. Mindezt a pozitiv kontrollok

higitasi soran végzett vizsgalatokra alapoztunk (6. abra).
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6. abra BRAF és NRAS mutaci6 olvadaspont analizis egy tumoros €s egy egészséges

pajzsmirigy mintan

3.4. Szomatikus onkogén génatrendezédések vizsgalata real-time-PCR
késziilékkel
Mintanként 10 pul RNS-t reverz transzkripcid sordn cDNS-re forditottunk 200 U
SuperScriptlll RN-az H reverz transzkriptaz (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
California, USA), 40 U RNaseOUT Ribonukledz inhibitor (Invitrogen Life
Technologies) és 2 pl random primer (Promega, Madison, WI, USA) felhasznéalasaval.
Az RET/PTCl, RET/PTC3, PAX8ex9/PPARgamma, PAX8ex7/PPARgamma
génatrendezOdéseket valos-idejii PCR technikéval vizsgaltuk ABI Prism 7500 (Applied
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Biosystem, Foster City, CA, USA) rendszeren. Gén-specifikus TagMan préba alapa
génexpresszios eljarast alkalmaztunk [72], ahol minden gén-specifikus szett tartalmazott
egy 5’ iranyu és egy 3’ irdnyu primert, valamint egy fluoreszcens jelold molekulaval
ellatott probat. A PCR reakcio 20 ul végtérfogatban zajlott, amely tartalma volt 2 pl
cDNS, 10 pl TagMan 2x Universal PCR Master Mix NoAmpErase UNG (Applied
Biosystems), 0,5 ul validalt gén specifikus TagMan proba 20x (Applied Biosystems) és
7,5 wl viz. Minden gént 2-2 parhuzamos méréssel vizsgaltunk 96 lyuku lemezeken a
kovetkezd protokoll szerint: elsd 1épésként 2 perc 50°C-on €s 10 perc denaturalas 95°C-
on, majd 60 cikluson keresztiil 15 sec denaturdlds 95°C-on, 15 sec 55°C-on €s 1 perc
szintézis 60°C-on. (7. abra)

Bnvs I
10

RET/PTCI atrendezddeés

normal

1 23 4567 8 91011213 1415161718192021222324 252627 28293031 323334 3536 37 38 30 40 41 4243 44 45 45 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60

7. abra RET/PTC génatrendez6dés expresszios képe egy RET/PTC1 atredenzédést

hordozo6 tumor minta és a kontroll (normal) parja.

PAX8ex7 és PAX8ex9/PPAR-gamma, RET/PTC1 és RET/PTC3
génatrendezédéseket RNS-bél RT-PCR ABI Prism 7500 (LT, Foster City, CA, USA)
késziilékkel TagMan-proba alapt valos idejii PCR technikaval vizsgaltuk.

A reverz transzkripciohoz 200 U SuperScriptlll RNase H-reverz transzkriptazt
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, California, USA), 2 pl random primert
(Promega, Madison, WI, USA) és 250-300 ng RNS-t hasznaltunk. A reakcidelegyet 37
°C -on egy oran at inkubaltuk. A PCR reakciot 20 ul térfogatban végeztiik el, amelyhez
a kovetkezdket hasznaltuk fel: 2 ul cDNS, 10 pl TagMan 2x Universal PCR Master Mix
NoAmpErase UNG (Life Technologies), 40 pmol koncentracioja primerek, 2 pmol
koncentracidju hibridizaciés TagMan probak 20x (LT) és 7,5 pl ultrapure (UP) viz.
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96 lyuku plate-en minden gént 2-2 paralel méréssel vizsgaltunk. A RT-PCR reakciok
soran 2 perc 50 °C -0s inkubalas utan a denaturalas kovetkezett, ami 95 °C -on 10 percig
tartott. Ezutan kovetkezett a PCR amplifikalas, amely 60 ciklusbol allt, egyes ciklusok
pedig 15 sec 95 °C -on denaturalas, majd annealing és a beépiilés 60 sec 60 °C -on.

3.5. A ,,3 gén modell” expressziés mintazatanak vizsgalata valés ideji, real-

time-PCR késziilékkel

A total RNS-ek izolalasat minden mintanal a Roche High Pure Total RNA Isolation
kit felhszanalasaval végeztiik. 500 ng mennyiségli RNS-t hasznaltunk a reverz
transzkripciohoz, a CDNS eldallitasakor. A kiilonbozé gének expresszidjat (1D
CYP24A1: Hs00167999 _m1, Applied Biosystems ID SFN: Hs.PT.51.20789121.g, ID
MRC2: Hs.PT.51.20692535, ID HMGA2: Hs.PT.51.2803297, Integrated DNA
Technologies) Tagman proba alapu kvantitativ real-time PCR segitségével hataroztuk
meg. Endogén kontrollnak és az adatok normalizalasdhoz a GAPDH gént hasznaltuk. A
kapott értékek alapjan (threshold ciklusszdm) a relativ kvantifikdcid az Applied
Biosystem 7500 késziiléken SDS 1.3-as programmal tortént.

3.6. CYP24A1 és CYP27B1 gének expresszidjanak vizsgalata real-time-PCR-

rel

Minden egyes minta esetében 500 ng RNS-bol indultunk ki és a cDNS-re torténd
atforditasdhoz felhasznaltunk 200 U SuperScriptlll RNase H — reverz-transzkriptazt
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 125 ng random hexamer primert
(Promega, Madison, WI, USA), 40 U RNaseOUT Ribonuclease Inhibitort (Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) és a reakcio végtérfogatat 30 pl-re allitotuk be.

A kivalasztott gének (ID CYP24Al: Hs00167999 ml, ID CYP27B1:
Hs00168017_m1) expresszios kiilonbségeinek méréséhez elére megtervezett és validalt
gén specifikus TagMan probakat hasznaltunk real-time RT-PCR késziiléken (Applied
Biosystems). Minden szett gén specifikus reverse és forward primereket, fluoreszcens
jelolésti probakat tartalmazott. A probdk egy exom-exom hataron atnyuld teriiletet

oleltek fel és genomialis DNS-t nem mutattak ki.
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A PCR reakcié térfogata 20 ul volt, amely tartalmazott 2 pl cDNS-t, 10 pl
TagMan 2x Universal PCR Master Mix NoAmpErase UNG (Applied Biosystems), 1 pl
TagMan Gene Expression Assay 20x (Applied Biosystems) és 7 ul ultra-tiszta MilliQ
vizet. A mérést ABI Prism 7500 real-time PCR késziilékkel (Applied Biosystems)
végeztiik, a kivalasztott gének amplifikalasat harom paralel futdssal végeztiik el 96-
lyuka plate-eken. Az amplifikalas soran a kovetkez6 protokollt hasznaltuk: 10 perc
denaturalas 95 °C-on, majd 50 cikluson keresztiil 15 sec denaturalas 95 °C, 1 perc
annealing és extension 60 °C.

Altalanos ,housekeeping” — bels6 kontroll - génként a GAPDH-t (ID:
Hs99999905 m1) hasznaltuk az adatok normalizalasahoz.

A relativ  kvantifikdcios  vizsgalatot az adatok Osszegyljtése utan
(kiiszob/threshold ciklusszam, Ct) a 7500 System SDS software 1.3 (Applied
Biosystems) segitségével végeztiik el. A gén specifikus mRNS relativ mennyiségét
(RQ) a dCt atlagértékébol (target gén Ct - endogén kontroll gén Ct) hataroztuk meg
7500 System SDS software 1.3 (Applied Biosystems) a gyartd ajanldsai alapjan.

A tumoros mintdk relativ génexpresszid valtozdsandl a kontroll szdvetekhez
képest vizsgaltuk és cutoff értéknek a kétszeres novekedés vagy felére csokkenést

fogadtuk el.

3.7. Immunhisztokémia

A CYP24A1 fehérje mennyiségi detektalasdhoz pajzsmirigybdl szarmazo,
formalinban fixalt, paraffinba 4gyazott szoveti (FFPE) mintakat vizsgaltuk
immunhisztokémiai modszerrel. A vizsgalathoz elsddleges antitestként tisztitott, anti-
human CYP24Al1 nyal poliklonalis antitestet (Prestige Antibodies, Sigma-Aldrich;
1:200) hasznaltunk. A folyamat els6 Iépése sordn a 2 wum-es vastagsagl
pajzsmirigyszovetet deparaffindltuk, majd az endogén peroxidaz aktivitast 1,5% (v/v)
hidrogen-peroxid tartalmi etanollal gatoltuk. Az antigének feltarasahoz sziikséges
hdékezelést elektromos kukta (Avair IDA) alkalmazédsaval, 10 mmol/l (pH 10,5) TRIS
pufferben végeztiik el. A fehérjék pH 7,4-es TRIS-puffer oldatban torténd blokkolasa
utan 5%-os (w/v) alacsony zsirtartalmui tejpor oldatban szobahdémérsékleten, 70 percig
inkubaltuk a mintat. A  detektalast Novolink  polymer kittel (Leica

Biosystems/Novocastra) végeztiik. A sejtmagok festéséhez Mayer-féle hematoxylin
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oldatot hasznaltunk. Az immunhisztokémiai festéseket 4 csatornds Freedom Evo

(TECAN, Mannedorf, Svajc) folyadékkezel6 rendszeren végeztiik.

3.8. Statisztikai analizisek

» Szomatikus onkogén muticiok statisztikai analizise differencidlt pajzsmirigy
carcinomakban
A vizsgalati mintainkat hdrom csoportra osztottuk fel a klinikai és szovettani
adatok alapjan, majd Osszefliggést kerestiink a csoportok és a genetikai eltérések
jelenléte kozott.
1. csoport: azon mintdk, amelyek metastasist, érbetdrést nem mutattak és a
tumor mérete 10 mm vagy kisebb volt
2. csoport: azon mintak, amelyek metastasist, érbetorést nem mutattak €s a
tumor atmér6je 10 mm-t meghaladta
3. csoport: azon mintak, amelyek metastasist, érbetorést mutattak és a tumor
atmér6je 10 mm-t meghaladta
Az 1igy kapott adatok kozott Khi-teszt segitségével kerestiink szignifikans
valtozasokat. Mindehhez az SPSS Statistic 20 programcsomagot hasznaltuk.

> Génexpresszios vizsgalatok statisztikai analizise papillaris carcinomakban

A CYP24A1 ¢s CYP27B1 gének expresszios szintjének valtozasat 100 papillaris
carcinomas mintan vizsgaltuk, amelyekben a ,sajat” egészséges szovetparhoz
viszonyitottuk az expresszios kiilonbségeket.

A statisztikai analizis soran non-parametrikus eljarast alkalmazva, Mann-Whitney
U-tesztet hasznaltunk. Az eredményeknél a p-érték 0,05 vagy kisebbet fogadtuk el
szignifikdnsnak. Pearsons-korrelacioval vizsgéaltuk az 4alland6o valtozok (CYP24Al
expresszio és a PTC diagndziskori életkor) kozotti dsszefliggéseket

Négy funkcionalis alcsoportot alkottunk a CYP24Al overexpresszalt, csokkent
expressziot mutatd és valtozast nem mutatd mintdk kiértékeléséhez:

1. csoport: valamely szomatikus onkogén mutacio (BRAF, HRAS, NRAS, KRAS)

¢és/vagy génatrendez6dés (RET/PTC1, RET/PTC3) jelenléte

2. csoport: klasszikus papillaris carcinoma vagy mds szovettani variansa

(follicularis, Hiirthle-sejtes, tall cell, encapsulalt és microcarcinoma)
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3. csoport: egyéb pajzsmirigyet érintd betegség a PTC mellett (Hashimoto
thyreoiditis, hypothyreosis, hyperthyreosis)
4. csoport: nyirokcsomo attétet és/vagy érbetorést mutaté PTC
Khi-tesztet hasznaltunk a tumor mintak eloszlasanak vizsgalatahoz a CYP24A1
expresszid (csokkent, emelkedett, nem valtozott) tekintetében.
Egyvaltozos Mann-Whitney U-tesztet is lefuttattunk az adatok vizsgalata soran, de

nem kaptunk hasznalhaté eredményeket, ezért multivaracios adatelemzést végeztiink.

» Fokomponens analizis

A fékomponens analizis (Principal Components Analysis, PCA) egy standard
technika, amely széles korben alkalmazhaté az orvosbiologiai kutatdsokban, kiilondsen
microarray ¢€s egyéb génexpresszios adattomegek statisztikai kiértékelésében. A
modszer 6sszegzi a multivariacids adatrendszereket néhany fontos, egymastol fliggetlen
¢s az eredeti adatstrukturat jol tiikr6z6 dimenzidba, mely dimenzidkat komponenseknek
neveziink. Minden komponens az §sszvariancia egy téredéke. A kvantitativ RT-PCR
adatok feldolgozasa soran standardizalt PCA metodikat hasznaltunk, vagyis minden
valtoz6t (génmutaciot, demografiai, hisztoldgiai, klinikai adatot) egyforma sullyal
szerepeltettiink az elemzésben. Az eredmények grafikus dabrazoldsa ordinacios
diagramon, illetve kettds szorasdiagramon (biplot) tortént. A személyek koordinatait az
eigenvektorokbol kapjuk meg, wugyanakkor a gének koordinatait a valtozok
komponensekkel vald korrelaciéjabol szamolt értékei adjak. Ez az abrazolasmoéd
megengedi a tumoros vs. kontroll mintacsoportok és a gének, ill. CYP24A1 expresszio
korfolyamati jelentdségének egyideji értékelését. Az egy csoportba tartozd személyek
konvex sokszdgekbe zarhatok, amely vizualizacios technika alkalmazéasa egyértelmiibbé
teszi a csoportok elkiiloniilését a diagramon. A PCA szelektdlja azokat a géneket,
amelyek a leginkabb felelossé tehetok a beteg és kontroll csoportok kozotti
kiilonbségekért. Scree diagram segitségével dontottiik el, hogy egy komponens valoban
hasznos informaciokat foglal magaban vagy az csupan véletlenszerli eltérés az
adatokban. Igy meghataroztuk azt a toréspontot, ahol az eigenértékek nagyon lassan
csOkkenni kezdenek. A szamitdsokat a SYN-TAX 2000 programcsomag

felhasznalasaval készitettiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. Szomatikus onkogén BRAF mutacio vizsgalata hazai differencialt

pajzsmirigy tumor mintiakon

A BRAF mutacio esetében Osszesen 218 differencialt pajzsmirigy carcinomas
mintat vizsgaltunk, amelybdl 70 szarmazott férfitdl (atlag életkor 50,5+ 15,2), 148 pedig
ndi (atlag életkor 48,6 + 16,5) betegtol.

A vizsgélat soran a differencialt pajzsmirigy tumorok kozott 7 esetben talaltunk
dupla genetikai eltérést (I KRAS, 3 NRAS mutacié és 3 RET/PTC génatrendez6dés),
91 tumoros minta hordozta a gén defektusat és 127 mintaban nem mutattunk ki eltérést.
Talaltunk 4 olyan follicularis carcinomat, amely BRAF mutaciot hordozott. A genetikai
eltérések Osszesitését a 4. tablazat mutatja.

Az Osszes tumoros mintat figyelembe véve 41,7%-uk hordozott BRAF mutaciot.

Egy egészséges, kontroll mintdban sem mutattunk ki genetikai elvaltozast.

mintaszam BRAF
PTC 197 87 (44.2%)
FTC 21 4 (19.1%)
kontroll szovet 218 0
0sszesen 436

4. tablazat: Az altalunk vizsgalt a differencidlt pajzsmirigy tumorszovetben detektalt

BRAF muticiok dsszesitése.

Megvizsgaltuk a PTC altipusai és a BRAF mutacio 0Osszefliggését és a
statisztikai analizis soran nem talaltunk kapcsolatot a genetikai adatok, ill. a betegség
stlyossaga kozott. Az megfigyelhetd volt, hogy a BRAF mutacio magasabb ardnyban
volt jelen a tall cell varianst PTC-ben, de szignifikans Osszefiiggést nem tudtunk

kimutatni az altipusok és a mutaciok gyakorisaga kozt (5. tablazat).
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PTC altipus mintaszam BRAF
klasszikus 137 61 (44,5%)
f0||ICEJ,|arIS 17 7 (41,2%)
varians
encapsulalt 9 5 (55,6%)
micro cc. 19 7 (36,8%)
tall cell 7 5 (71,4%)
Hiirthle-sejtes 8 2 (25,0%)

5. tablazat: A PTC altipusaiban el6fordult BRAF mutaciok szdzalékos megoszlasa

4.2. Szomatikus onkogén RAS géncsalid (NRAS, HRAS, KRAS) mutacidéinak

vizsgalata hazai differencialt pajzsmirigy tumor mintiakon

A RAS géncsalad mutacidinak esetében Osszesen 218 differencidlt pajzsmirigy
carcinomas mintat vizsgaltunk, amelybdl 70 szarmazott férfitdl (atlag ¢életkor 50,5+
15,2), 148 pedig ndi (atlag életkor 48,6 + 16,5) betegtol.

Az eredményeink alapjan PTC-ben 8 (4,1%), FTC-ben pedig 6 (28,6%) RAS
mutaciét sikeriilt kimutatni. Ot esetben kettds mutaciot detektaltunk: egy KRAS és
BRAF (stadium I., nyirokcsomo attét nélkiil), harom NRAS és BRAF (egy stadium II.
¢s kettd stddium III.), valamint egy NRAS ¢és RET/PTC3 (Stadium I.). Altipusokra
bontva a PTC-ben két HRAS, egy KRAS ¢és 5 NRAS elvaltozast detektaltunk. A
follicularis carcinoma esetében egy minta volt HRAS ¢és 6t minta pedig NRAS pozitiv.

Eredményeinket a 6. tablazat mutatja.
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mintaszam HRAS KRAS NRAS 6s§2ssen
PTC 197 2 (1.0%) |1(0.5%)| 5(2.6%) | 8 (4,1%)
FTC 21 1 (4.8%) 5 (23.1%) | 6 (28,6%)
kontroll szovet 218 0 0 0
Osszesen 436

6. tablazat: Az HRAS, KRAS, NRAS mutaciok ardnya a vizsgalt differencialt

pajzsmirigy carcinomakban (mintaszdm és %)

4.3. Szomatikus onkogén RET/PTC génatrendezodés vizsgalata hazai

differencialt pajzsmirigy tumor mintakon

A RET/PTC génatrendez6dések esetében Osszesen 218 differencialt pajzsmirigy
carcinomas mintat vizsgaltunk, amelybdl 70 szarmazott férfitdl (atlag életkor 50,5+
15,2), 148 pedig ndi (atlag eletkor 48,6 £ 16,5) betegtdl.

Az G6sszes tumoros mintat figyelembe véve a PTC-s esetekben kilenc RET/PTC1 ¢és
egy RET/PTC3 génatrendezddést sikeriilt kimutatni. Négy esetben volt kettds genetikai
elvaltozas, mégpedig 3 RET/PTC1 és BRAF, valamint egy RET/PTC ¢és NRAS
mutaci6. Az sszes tumoros PTC mintara vonatkoztatva elmondhatjuk, hogy 5,1%-uk
hordozta ezt a variaciot. Az FTC-esetében csak egy RET/PTC3 génatrendezddést
talaltunk, ami az Osszes mintira nézve 4,8%-os gyakorisagot jelent. Ha mindkét
carcinoma tipust egyiittesen vizsgaljuk, akkor elmondhat6, hogy 11 mintidban (5,0%)

sikeriilt kimutatni valamely RET/PTC génatrendezddést. (7. tablazat)

mintaszam RET/PTC1 | RET/PTC3 R.ET/PTC
Osszesen
PTC 197 9 (4.7%) 1 (0,5%) 10 (5,1%)
FTC 21 0 1 (4,8%) 1 (4,8%)
kontroll szovet 218 0 0 0
0sszesen 436

7. tablazat: 218 differencialt pajzsmirigy carcinomas esetben detektal RET/PTC

génatrendezddések
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4.4. Szomatikus onkogén PAX/PPARgamma génatrendezédés vizsgalata hazai

differencialt pajzsmirigy tumor mintakon

A PAX/PPARgamma génatrendezddés esetében Osszesen 218 differencialt
pajzsmirigy carcinomas mintat vizsgaltunk, amelybdl 70 szarmazott férfitél (atlag
¢letkor 50,5+ 15,2), 148 pedig n6i (atlag életkor 48,6 £ 16,5) betegtdl.

Egy tumoros és kontroll mintdban sem sikeriilt PAX/PPARgamma génatrendezddést

kimutatni.

4.5. Az SFN, MRC2, HMGA2 gének expressziés mintazatinak vizsgalata hazai
papillaris pajzsmirigy tumor mintakon

A ,3 gén-modell” vizsgalatat 58 papillaris carcinoma és a hozza tartozd ép
szovetmintan vizsgaltuk, amelybdl 23 szarmazott férfi betegtdl, 35 pedig ndi betegtdl
(18-81 éves korig, atlag életkor 47,7 + 12,4 év).

Az SFN, MRC2, HMGAZ2 gének expresszidos mintadzatanak vizsgalatakor ugyanattol
a személytdl szarmazo egészséges (kontroll) szovethez hasonlitottuk a tumoros mintak
expresszids értékeit. Az Osszes méréshez belsé kontrollként GAPDH-t hasznaltunk,
amelyet az adataink normalizalasahoz is felhasznaltunk.
A Kklinikai és hisztologiai alapjan tobb csoportot hoztunk létre és ezek expresszids
értékeit hasonlitottuk Ossze. A statisztikai elemzések szignifikans kiilonbséget, valtozast

nem mutattak.

1. csoport: Ebben a csoportban a szomatikus onkogén mutaciot (BRAF, NRAS,
HRAS ¢és KRAS) hordoz6 és mutacidot nem tartalmazod mintak expressziojat
hasonlitottuk Ossze. Megfigyelhetd volt, hogy a szomatikus mutaciora pozitiv
tumor mintdk nagyobb ardnya mutatott emelkedett expressziot az SFN (69,7%
vs. 57,1%) MRC2 (59,4% vs. 45,0%) HMGAZ2 (60,6% vs. 42,9%) gének esetén,
de statisztikailag szignifikdns kiilonbséget nem talaltunk egyik gén

vonatkozasaban sem a mutacidkra negativ tumor mintakhoz viszonyitva (8.

abra).
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MRC2 HMGA2
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40% -
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20% -
10% -
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Gén expresszid
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nincs mutacio
van szomatikus

nincs mutacio

nincs mutacio

onkogén mutacid
van szomatikus

onkogén mutacid
van szomatikus
onkogén mutacid

8. abra A tumormintak szazalékos megoszlasa a ,,3 gén-modell” expresszios értékei

alapjan (1. csoport)

2. csoport: A ,,3gén-modell” expresszios valtozasat hasonlitottuk 6ssze a papillaris
carcinoma kiilonboz6 altipusai/variansai (follicularis, Hiirthle-sejtes, tall cell,
encapsulalt és microcarcinoma) Vvs. klasszikus PTC kozott. Az SFN (65,2% vs.
64,5%) ¢s HMGA2 (56,5% vs. 51,6%) gének nagyobb szazalékban mutattak
fokozott expressziot a kiilonbozé6 PTC szovettani altipusokban, szemben a
konvencionalis papillaris pajzsmirigy tumorokkal, de ezen valtozasok

szignifikans eltérést nem mutattak (9. abra).
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MRC2 HMGA2
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9. abra A tumor mintak szazalékos megoszlasa a ,,3 gén-modell” expresszios értékei

alapjan (2. csoport)

3. csoport: A papillaris carcinoman kiviil még egy€b pajzsmirigy betegséggel bird
(Hashimoto-thyreoiditis, hypothyreosis, hyperthyreosis), illetve a csak PTC-s
betegek expresszidos eredményeit hasonlitottuk Ossze. A HMGA2 (75,0% vs.
44,7%) és MRC2 (57,1% vs. 52,6%) gének esetében emelkedd trendet lehetett
megfigyelni az egyéb pajzsmirigy betegséggel tarsult PTC szdvetmintak
vizsgalatakor, szemben az SFN (56,3% vs. 68,4%) génnel, amely a tarsbetegség
nélkiili csoportban mutatott nagyobb expresszios aktivitast. Az expresszios

valtozasok p<0,05 szignifikancia értéket nem érték el. (10. abra)
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10. abra A tumor mintak szazalékos megoszlasa a ,,3 gén-modell” expresszios értékei

MRC2 HMGA2
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Pajzsmirigy szovetmintak

PTC

PTC + egyéb pm
hetegség
PTC + egyéb pm
hetegség
PTC + egyéb pm
hetegség

alapjan (3. csoport)

4. csoport: Osszevetettiik az agresszivabb tulajdonsigokkal rendelkezd és a
kevésbé malignus mintdk expresszidos mintdzatait. Az alacsony malignitdsa
PTC-ket McLeod ¢és munkatarsai altal kozolt kritériumrendszer alapjan
hataroztuk meg [73]. Agressziv tulajdonsagiak ko6zé soroltuk a nyirokcsomo
attétet ¢s vascularis invazidt mutaté tumorokat. Minden mas tumor az
alacsonyabb agresszivitast, kevésbé malignus csoportba keriilt. Megfigyelhetd
volt, hogy az SFN gén (82,6% vs. 51,6%) és HMGA2 gén (65,2% vs. 45,2%)
expresszioja jelentésen megemelkedett a rosszabb prognozisu daganatok
esetében, szemben az alacsonyabb malignitasfoki tumorokkal. Az expresszios

értékek szignifikdns valtozast nem mutattak a vizsgalat sordn (11. dbra)

42



DOI:10.14753/SE.2015.1770

MRC2 HMGA2

100% -
90% -
80% -
70% - memelkedett
60% - W nem valtozott
% M csokkent
40% -
30% -
20% -
10% -
0% -

Génexpresszio

Pajzsmirigy szovetmintak
w
(=]
3

nyirokcsoma
metastasis és
vascularizatio
nyirokcsoma
metastasis
nyirokcsoma
metastasis

alacsony malignitasu
PTC

alacsony malignitasu
PTC

alacsony malignitasu
PTC

11. abra A tumor mintdk szézalékos megoszlasa a ,,3 gén-modell” expresszids értékei

alapjan (4. csoport)

46. A CYP24A1l és CYP27B1 gén expressziojanak vizsgalata papillaris

pajzsmirigy tumor mintiakon

Osszesen szaz (31 férfi, 69 nd) papillaris pajzsmirigy carcinomajaban és ezek
egészséges, tumor altal nem érintett szoveti parjaban vizsgaltuk a CYP24A1 ¢és
CYP27B1 gének relativ expresszidos mintazatat.

A betegek atlag ¢letkora 49,1 év volt (13-85 év). A szdvettani felosztas szerint 56
klasszikus ¢s 44 PTC varidnst (follicularis, Hiirthle-sejtes, encapsulalt, tell-cell és
microcarcinoma) vizsgaltunk. A tumorokat az AJCC/UICC 2010-es kritériumrendszer
alapjan is kategorizaltuk, igy 1. stddiumu volt 72 minta, II. stddiumi 6 minta és III.
stadiumba tartozott 22 minta.

A szomatikus mutaciok és atrendezOdések tekintetében 100 mintaban 52 BRAF, 2
HRAS, 1 KRAS, 4 NRAS mutaciot és 1 RET/PTC3 és 8 RET/PTC1 génatrendezddést
talaltunk. 38 tumor minta nem hordozott mutacidt és 6 esetben dupla, két kiilonb6zo
mutaciot detektaltunk. Az NRAS és BRAF mutaciot 3 esetben észleltikk, egy II.
stadiumua és két III. stadiumi mintdban. Volt egy III. stadiumu és egy II. stadiumu

mintank is, amely BRAF mutaciot és RET/PTC1 génatrendez6dést hordozott és
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regionalis nyirokcsom¢ attétet adott. KRAS és BRAF mutéciot egyiittesen hordozo
mintank egy darab volt, amely I. stddiumu €s nyirokcsomdékba nem adott metastasist. A
vizsgalt mintdk kozt 31 olyan eset volt, amikor egyéb pajzsmirigy megbetegedése
(Hashimoto thyreoiditis, hypothyreosis, hyperthyreosis) is diagnosztizalhato volt a
betegnek.

A CYP24A1 mRNS expresszidja 52 esetben megemelkedett a tumoros mintdban
az egészséges szovethez viszonyitva. Volt olyan eset, ahol az ép szdvethez képest tobb
mint 1000-szeres emelkedést detektaltunk. Ezen mintakban a CYP24A1 specifikus
mRNS relativ mennyiségének emelkedése statisztikailag szignifikanciat mutatott

(p<0,00001) (12. 4bra).

1L0E+07 p<0.00001

1
1,0E-06
1,0E-05
1,0E-04
1,0E-03

Kontroll szovet PTC szovet
(n=52) n=52)

GAPDH normahzalt relativ CYP24A1
mRINS expresszio (AU)

12. abra A CYP24A1 specifikus mRNS relativ emelkedése a PTC-s szovetekben.
(p<0,00001)

24 malignus minta alacsonyabb CYP24Al1 specifikus génexpresszios értékeket
adott, mint az ¢ép szovetparja. 13 személyben nem volt detektalhato CYP24Al
expresszio sem a tumoros, sem egészséges szovetben.

A 100 PTC minta koziil 69 esetben az izoladlt RNS FFPE (formalinban fixalt,
paraffinba 4gyazott) mintdbol szdrmazott, 31 esetben pedig friss, mélyfagyasztott
mintabol. Ha a formalinban fixalt, paraffinba é4gyazott minta, valamint a friss,
mélyfagyasztott minta csoportok CYP24A1 expresszids valtozasat kiilon vizsgaltuk
nem talaltunk szignifikans kiilonbséget (p=0,37 és p=0,27) (13. abra). Vagyis a minta

eredete nem befolydsolta a mérési eredményeket.
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13. abra A formalinban fixalt és paraffinba agyazott (FFPE), valamint a frissen
fagyasztott (FFS) tumor mintak CYP24A1 expressziojanak dsszehasonlitasa a sajat
kontrolljaikkal (p=0,37 és p=0,27)

A vizsgalt betegek 31%-anak volt mas pajzsmirigy betegsége (thyreoiditis,
hyperthyreosis, hypothyreosis) a PTC-vel parallel médon, ezért ezen mintak kontroll
szovetei nem tekinthetok teljesen egészséges kontrollnak. Azonban nem volt
szignifikans kiilonbség a GAPDH-val normalizalt CYP24A1 génexpreszios szintekben
az tumor mentes (PTC + tarsbetegség) ¢és a teljesen egészséges kontrolszovetek kozt
(dCt: 11.00 vs. 8.33, ill. p = 0.13).

Megnéztiik minden egyes tumor CYP24A1 expresszidos szintjét az egészséges
kontrollal normalizalva, amit hulldimdiagramon &brazoltunk. Az expresszi6 mértékét
nem befolyasolta a betegek neme (r=0,019) és a PTC diagnoziskori életkor (p=0,97)
(14. abra).
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14. abra A CYP24A1 expresszios mintdzat PTC-s tumorokban az egészséges mintaparral normalizalva. A
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Nem volt szignifikdns Osszefliggés a CYP27B1 gén expresszidjaban a tumor
mintak és kontroll parjaik kdzt. A mintdk tobb mint 90%-aban a CYP27B1 expresszid
nem érte el a cutoff értéket, azaz nem noéttek 2-szeresiikre vagy nem csokkentek a

kontroll mintak értékeinek felére. Az altagos valtozas 0,88+0,44 volt. (15. abra)

100 -

GAPDH normalized relative
CYP24Al expression (AU)
S

‘
control tumor

15. abra A CYP27B1 expresszios valtozasa a kontroll és tumor mintdkban a szdorassal

abrazolva.

A real-time PCR-rel mért CYP24A1 specifikus mRNS fehérje mennyiségi
novekedését immunfestéssel is megvizsgaltuk. A festés soran is a CYP24A1 fehérjék
emelkedett expresszidjat tapasztaltuk a tumoros szOvetmintakban a tumor melletti,
tumor altal nem érintett szOvetekhez képest (16. abra). A daganatos szOvetrész
struktarjat tekintve diffiz citoplazmatikus szemcsék és erdsen festddd sejtmagok
lathatoak, mig az ép szovetrészben normal follicularis epithelre jellemzd szerkezetet
tapasztaltunk CYP24A1 festédés nélkiill. Azon mintakban, amelyekben a korabbi
vizsgalatok nem mutattak valtozast vagy épp csokkent CYP24A1 expressziot mértiink,
ott az immunfestés soran egyaltalan nem mutatkozott elszinez6dés.

Az immunhisztokémiai vizsgalatok eredményei egy az egyben megerdsitették a
real-time PCR altal kapott eredményeket, emelkedett CYP24A1 expressziohoz mindig

emelkedett fehérjekifejez0dés parosult.
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16. abra Az A ¢és B képen jol lathatd, hogy a tumor altal nem érintett, kdrnyéki

folliculusok (a szoveti képek felsé részén) nem festddtek. Az alsd félben 1évd tumoros
részlet erdsen pozitiv festdédést mutat a citoplazmatikus granulomakkal, ill. a sejtmagi
festddéssel. (400x-os nagyitas) A harmadik, C képen pedig egy egészséges veseszovet
festett képe latszik, amelyet kontrollként hasznaltunk a vizsgalataink soran. A

sejtmagokat hematoxylinnal (kék) festettiik, hogy jobban latszodjanak.

A PTC mintak 4 funkcionalis és patologias alcsoportjanak vizsgalata

A CYP24A1 expresszio tekintetében emelkedd tendenciat figyeltiink meg a PTC
altipusaival Osszefliggésben, ellenben a statisztikai analizis (Khi-négyzet teszt) nem
erdsitette ezt meg (17. abra), szignifikans valtozasokat nem kaptunk, de a kovetkezo
trendeket figyeltiik meg:

Magasabb CYP24A1 expresszio volt megfigyelhetd, ha a tumorszdvet szomatikus
onkogén mutaciot hordozott (60,7% vs. 54,5%). A CYP24A1 expresszido emelkedését
tapasztaltunk a klasszikus PTC-s mintakban a PTC variansokhoz képest (65,3% vs.
50,0%). Ha azon PTC-s eseteket, ahol nem volt tarsbetegség, hasonlitjuk 6ssze azon
esetekkel, ahol pajzsmirigy egyéb megbetegedése is tarsult, ott a csak PTC-s mintakban
mértiink magasabb CYP24A1 kifejezédést (59,4% vs. 56,0%).

Végezetiil a CYP24A1 overexpresszio jelenléte azon PTC mintékra volt jellemzd,

ahol nyirokcsom¢ attét és/vagy érbetdrés volt megfigyelhetd (65,7% vs. 52,9%).
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17. abra A CYP24A1 mRNS expresszios szintjei a 4 funkciondlis €s patologias PTC
alcsoportban. Az alacsony malignitasia PTC-ket McLeod és munkatarsai [73] altal

kozolt kritériumrendszer alapjan hataroztuk meg.

A CYP24A1 expresszio tobbvaltozos PCA analizise és egyéb beteg/tumor jellemzok

A PCA diagram 26 altalunk vizsgalt paraméter (demografiai, klinikai,
hisztologiai és genetikai) valtozasait és Osszefiiggéseit mutatja 89 PTC-s mintara
vonatkoztatva (18. abra). Az els6 két eigenvektor 10,4% és 9% az Gsszes valtozora.

Pozitiv korrelaciot mutat a CYP24A1 expresszios rata (CYP24Al1 irany) és a
tumor malignitdsara vonatkozo valtozok (érbetdrés, nyirokcsomd attét, tumor mérete),
valamint a hypothyreosis, amit a 2. komponens szemléltet. Ezen valtozokkal negativan
korrelalt a paciensek ¢életkora és a papillaris tumorok egyik altipusa, a microcarcinoma.
A tumor lokalizacidja (tumor lokalizacio 3=mindékét lebenyben) pozitiv kapcsolatot
mutat a tumor méretével. A genetikai eltérések koziill a HRAS, KRAS és RET/PTC3
esetszama alacsony volt, ennek kovetkeztében a valtozojuk a centrumhoz nagyon kozel
helyezkedik el, igy ebben a modellben nincs jelentségiik. A tumor specifikus
CYP24A1 mRNS relativ mennyisége a sajat kontroll szovet értékével normalizalva

(CYP24ALl ratio) kevésbé befolyadsolja az vektorok szerkezetét és iranyat.
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18. abra PCA f6komponens analizis a CYP24 A1 expresszié vonatkozasaban, ahol

komponens 1 és komponens 2 kdzotti 6sszefliggéseket abrazoltuk.

A PCA analizis abrajan a valtozok lathatok. Minden valtozot egy egyenes képvisel,
amelyek koziil feketével jeloltiik a kevesebb mint 90 fokos szoget bezardakat. Ez azért
jelentds, mert a PCA analizis definicidja alapjan azon vonalak, amelyek 90 fokos vagy
annal kisebb szoget zarnak be a vizsgalt f6 valtozdval, azok korrelaciot mutatnak vagy
épp fliggd valtozok. Jelen esetben a fekete és fehér szinekkel kiilonboztettiik meg a
fiiggd/korrelald, ill. fliggetlen/nem korrelalo valtozokat a CYP24Al expresszio
vonatkozasdban. Jelentds pozitiv korrelacio lathato a CYP24Al1 expresszios emelkedés
(CYP24A1 irény) és a tumorok malignitasaval 9sszefliggésben allo valtozok csoportja
kozt (nyirokcsomé attét, tumor mérete, érbetorés), valamint Kismértékii Osszefliggés

mutatkozik a kiilonb6z6 szomatikus onkogén mutaciokkal (BRAF, HRAS, RET/ELE1).
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A PTC-s csoportba csak azon mintdk keriiltek be, amelyek klasszikus papillaris

carcinomak és nem volt semmilyen pajzsmirigyet érintd tarsbetegség az anamnézisben.

4.7. A SFN, MRC2, HMGA?2 génexpresszi6 és CYP2A1 génexpresszio

osszehasonlitasa hazai papillaris pajzsmirigy tumor mintakon

1. csoport: Ebben a csoportban a szomatikus onkogén mutaciot (BRAF, NRAS,
HRAS, KRAS ¢és RET/PTC génatrendez6dés) hordozd ¢€s mutacidt nem
tartalmaz6 mintadk expressziojat hasonlitottuk 6ssze. A CYP24A1 gén esetében
nem volt jelentés valtozas a két csoport kozott, a ,,3 gén-modell” expresszidja

enyhe novekedést mutatott az onkogén mutacioét hordozé mintak esetében (19.

abra).
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19. abra A tumor mintak szazalékos megoszlasa a ,,3 gén-modell” és a CYP24A1 gén
expressziojanak mértékében a szomatikus onkogén mutaciot hordozo papillaris

carcinomak és mutaciét nem hordozo PTC-k csoportja kozott (1. csoport)
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2. csoport: A ,3gén-modell” expresszids valtozasat hasonlitottuk dssze a papillaris
carcinoma kiilonboz6 altipusai/variansai (follicularis, Hiirthle-sejtes, tall cell,
encapsulalt és microcarcinoma) VvsS. klasszikus PTC kozott. Az expresszios
eredmények szignifikdns valtozds nem mutattak, az MRC2 gén (60,0% vs.
45.5%) és a CYP24Al gén (66,7% vs. 50,0%), ahol emelkedett expresszio
jelentkezett a klasszikus PTC csoportban. A tobbi génnél az emelkedett
tendencia a PTC variansok kozott figyelheté meg (SFN (65,2% vs. 64,5%) és
HMGAZ2 (56,5% vs. 51,6%) (20. abra).
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20. abra A tumormintak szazalékos megoszlasa a ,,3 gén-modell” é¢s a CYP24A1 gén
expresszidjanak mértékében a Klasszikus papillaris carcinomak és a PTC variansai

kozott (2. csoport)

3. csoport: A papillaris carcinoman kiviil még egyéb pajzsmirigy betegséggel bird
(Hashimoto-thyreoiditis, hypothyreosis, hyperthyreosis), illetve a csak PTC-s
betegek expresszids eredményeit hasonlitottuk ossze. A HMGA2 (75,0% vs.
44,7%) és MRC2 (57,1% vs. 52,6%) gének esetében szignifikans valtozast nem,
ugyanakkor emelkedé trendet lehetett megfigyelni a pluszban még valamilyen

pajzsmirigy betegséggel rendelkezd betegeknél, ellenben az SFN (68,4% vs.
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56,3%) és CYPP24A1 (65,8% vs. 47,0%) génekkel, ahol a csak PTC-s eseteknél

volt megfigyelhetd ez a nem szignifikans, ndvekvo valtozas. (21. abra)

SFN MRC2 HMGA2 CYP24A1
100% -
90% -

80% -
70% -
60% -
50%

W emelkedett

W nem valtozott

W csokkent
40% -

30%

20%
10%

Pajzsmirigy tumorszovet

0% ~

I8)
=
o

PTC
PTC
PTC

PTC + egyéb
pajzsmirigy betegség
PTC + egyéb
pajzsmirigy betegség
PTC + egyéb
pajzsmirigy betegség
PTC + egyéb
pajzsmirigy betegség

Génexpresszio

21. abra A tumormintak szazalékos megoszlasa a ,,3 gén-modell” ¢s a CYP24A1 gén
expresszidjanak mértékében a csak papillaris carcinomas és PTC + egyéb

pajzsmirigybetegségben szenvedd betegek csoportja kozott (3. csoport)

4. csoport: Osszevetettiik az agresszivabb tulajdonsigokkal rendelkezd és a
kevésbé malignus mintdk expresszidos mintdzatait. Az alacsony malignitasa
PTC-ket McLeod ¢s munkatarsai altal kozolt kritériumrendszer alapjan
hataroztuk meg [73]. Agressziv tulajdonsaguak ko6zé soroltuk a nyirokcsomo
attétet és vascularis invasiot/érbetorést mutaté tumorokat. Minden mas tumor az
alacsonyabb agresszivitasu, kevésbé malignus csoportba keriilt. Megtigyelhetd
valtozasok szignifikdns kiilonbséget nem mutattak. Az SFN gén (82,6% vs.
51,6%) expresszidja jelentésen, a HMGA2 (65,2% vs. 45,2%) és CYP24Al
(64,0% vs. 54,5%) gének expresszoja kissé volt emelkedett a rosszabb
prognozisi daganatok esetében, szemben az alacsonyabb malignitasfokt
tumorok csokkent expresszidjaval, amely mindegyik csoportra igaz volt. (22.
abra)
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22. abra A tumormintak szézalékos megoszlasa a ,,3 gén-modell” és a CYP24A1 gén
expresszidjanak mértékében az agresszivabb (nyirokcsomo attét és/vagy érbetorés)

korképii és alacsony malignitasu papillaris carcinomak csoportja kozott (4. csoport).
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5. MEGBESZELES

A pajzsmirigy betegek szama jelentdsen megemelkedett az elmult évtizedek soran.
Ennek hatterében tobb tényezo is allhat. A kornyezeti faktorok koziil a pajzsmirigy
daganatok vonatkozasaban az egyik legjelentésebb a jodellatottsag. Hazankban az
ivovizek jodtartalma jelentOsen alacsony, az orszag 80%-aban 25 ug/l koncentracional
is alacsonyabb a fellelheté jod mennyisége. Ezekkel az adatokkal atfedésben van, hogy
a golyvagyakorisag hazankban meghaladja a WHO altal javasolt hatarértéket (5% az
adott populaciora nézve), igy hazank jodhidnyosnak mindsithetd. Magyarorszagon a 20.
szazad kozepétdl szorgalmaztak a hianyos teriileteken a jodozott s6 fogyasztasat (8.
tablazat). Ez a kezdeményezés egészen a 70-es évekig tartott, amikor a lelkesedés alabb
hagyott €s egyre tobben tértek at mas sofajtakra. Ezen adatokat a mindennapokra vetitve
jelentds kovetkezményeket vonnak maguk utdn a csokkent pajzsmirigymikodésen és
kognitiv zavarokon tal a pajzsmirigy allomanya felszaporodik (golyva, strima), amely a

daganatok kialakuldsdban is fontos szerepet jatszik.

ug/nap
Csecsemokor 100
Ovodas kor 70-100
Iskolas kor 90-150
Felnétt kor 150
Terhes nok 220
Szoptato nok 290

8. tablazat: A napi ajanott jodbevitel mennyisége korosztalyokra lebontva. Forras:

WHO

A kornyezeti hatasok mellett jelends szerepet jatszik a rutin diagnosztikai modszerek
rohamos fejlédése a diagnosztizalt pajzsmirigy betegségek szamanak ndvekedésében.
Ennek koszonhetden sokkal pontosabb és atfogdbb képet kap a vizsgaldo orvos. A
pajzsmirigy ultrahangos vizsgalatanak koszonhetéen a  pajzsmirigy  gobok
diagnosztikdja is sokkal kifinomultabba valt, igy nemcsak a betegség feltarasaban,

hanem a diagndzis megalkotasaban is jelentds szerepet jatszik, hiszen a diagnosztikai
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szempontbdl kérdéses gobok citologiai mintavételét ultrahang vezérelt vékonytil-
biopsziaval végzik.

Az egészségiigyi kiadasok oldalarél tekintve is jelentés megtakaritast eredményezhet
egy pontosabb és optimalisabb vizsgald eljaras, ami a felesleges mitétek szamat, a
felmeriils egészségiigyi koltségeket és a betegek terheit egyarant csokkenti. A rutin
citologiai vizsgalatok eredményein egy rés mutatkozik, ugyanis kb. 20%-uk [74]
kérdéses a diagnozis szempontjabol, ezaltal a beteg sorsa is bizonytalanna valik.

A genetikai kutatdsoknak és a jelatviteli utvonalanaliziseknek kdszonhetden megnott
a lehetséges kutatasi célpontok szdma az elmult 5-10 év sordn. Tobbek kozott sikertilt
kozelebbrél megismerni a MAP-kindz/AKT utvonalat, amely fontos szerepet tolt be a
pajzsmirigy carcinogenesisben. Mindezek mellett a gyodgyszerkutatas is jelentOs
potencialt talalt a szamtalan lehetséges célpontban a gyogyszeres terapia
megvalositasahoz [40].

A diagnosztikus molekularis markerek koziil a BRAF és RAS-csalad mutécioit,
valamint a RET/PTC és PAX8/PPARgamma génatrendez6déseket hoztak kapcsolatba a
pajzsmirigy tumorokkal [12, 30, 32, 33, 35, 36, 55, 72]. Ezen mutaciok jelentds hatassal
birnak a carcinogenesisre, ill. a betegség klinikai megjelenésére is (pl. a daganat tipusa
¢és agresszivitasa). A tudomanyos kozleményekben jelentds ellentmondéds mutatkozik az
ok-okozati kapcsolat vonatkozasaban, vagyis, hogy a mutaciok lehetnek hatassal a
carcinogenesisre, vagy épp e folyamat soran alakulnak ki [75].

Hazéankban elséként vizsgaltuk a molekuldris markerek el6fordulasat differencialt
pajzsmirigyrakokon nagyszamu beteg populacion.

A citologiai diagndzisok bizonytalansagat példdul a molekularis biologia adta
lehet6ségekkel, azaz a szomatikus onkogén — mutaciok és génatrendezddések
feltérképezésével lehet lecsokkenteni [72, 74]. Egyes vizsgalatok szerint a genetikai
teszttel kiegészitett citologiai vizsgalat érzékenysége 80%-ra és specificitisa akar
100%-ra is novelhetd (pozitiv prediktiv érték 100%, negativ prediktiv érték 89,4%)
[74].

Magyarorszagon a pajzsmirigy daganatok megjelenése par kivétellel a nemzetkdzi

trendek szerint alakul, igy a papillaris carcinoma fordul eld leggyakrabban. A PTC-ben

legnagyobb szamban a BRAF mutécio jelenik meg, amelyet a RAS géncsalad mutacioi
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¢s a RET/PTC génatrendezddés kovet [75, 76]. A BRAF mutécio jelenléte preoperativ
mintakban az eddigi vizsgalatok tapasztalatai alapjan a negativabb kimenettel parosul,
ezért jOval agresszivabb mitéti eljaras javasolt [43, 77, 78]. A BRAF mutacié

eléfordulasa PTC-ben az irodalmi adatok alapjan 40-45%-ra tehet6 [76, 79, 80].

5.1. Szomatikus onkogén BRAF mutacio vizsgalata hazai differencialt

pajzsmirigy tumor mintiakon

Az altalunk elvégzett vizsgalatok alapjan a nemzetkozi adatokhoz hasonlé eredményt
kaptunk a PTC-s szoveteket illetden, mig a daganat altal nem érintett, ép szovetben nem
sikeriilt kimutatnunk genetikai elvaltozast. Bersntein és munkatrasaihoz hasonléan [34],
akik 27 magas sejtes variansu PTC mintabol 25-ben detektaltadk a BRAF mutaciot, a mi
is magasabb aranyban mértiink (5/7), de szignifikans Osszefiiggést nem tudtunk
kimutatni az alacsony mintaszam miatt. Erdekes megfigyelés volt az is, hogy kettd
magas sejtes variansu papillaris carcinoma is hordozta egyszerre a BRAF és NRAS
mutaciot.

A papillaris microcarcinomakban is talaltunk BRAF mutaciot (7/19), amely
megjelenési aranyait tekintve hasonloan alakult Zheng és munkatarsai [36] altal
elvégzett vizsgalathoz, amelyben 977 daganat vizsgéalata soran 40,1%-o0s gyakorisagot
allapitottak meg. A microcarcinomdk BRAF pozitivitasat Bernsteinék altal végzett
vizsgalatok is megerdsitették, 6k 83,3%-os eléfordulasi aranyt tudtak kimutatni [34].

Az elsOk kozott megjelent irodalmi adatok jelentds Osszefliggésrdl szamoltak be a
BRAF mutacio jelenléte és a PTC sulyossaga kozott [38-43], de egyre tobb cikk jelenik
meg, amelyben arrol irnak a kutatok, hogy nincs 0sszefliggés a daganat agresszivitasa,
metastatizald képessége és a BRAF mutacio hordozasa kozott [39, 44-50]. A mi
adataink is ezt az utobbi alldspontot erdsitik, ugyanis nem taldltunk szignifikdns
Osszefliggést a daganat viselkedése és a BRAF mutaci6 jelenléte kozott.

A BRAF muticidval kapcsolatban sokdig az volt a megallapitds, hogy csak a
papillaris carcinomaban fordul eld. Ezzel szemben négy follicularis carcinoma mintaban
sikeriilt BRAF mutaciot detektalni (19,1%), igy Pennelli és munkatarsai eredményeit mi
is meg tudtuk erdsiteni [32], akik egy FTC-s esetben talaltak ilyen mutaciot.
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5.2. Szomatikus onkogén RAS géncsalad (NRAS, HRAS, KRAS) muticiéinak

vizsgalata hazai differencialt pajzsmirigy tumor mintakon

A nagyszamu nemzetkozi irodalmi adatok alapjan egyértelmii tény, hogy a RAS
mutaciok a follicularis carcinomakra jellemzoéek, gyakrabban fordulnak eld, mint a
papillaris carcinomdkban. PTC tipuson beliil inkabb a follicularis variansban vagy az
encapsulalt tipusban jelennek meg [76]. A RAS mutaciok gyakorisaga a PTC-ben 0 és
16% ko6z¢ esik az irodalmi adatok alapjan [81]. A magyar mintakban nem tudtunk ennél
magasabb mutacids aranyt kimutatni (4,1%), s6t mindez joval az amerikai adatok (10-
20%) alatt maradt [33, 72]. Az is érdekes megfigyelés, hogy mas eurdpai orszagban is
alacsonyabb ezen mutaciok eléfordulasi gyakorisaga az amerikai atlagnal. Di Cristofaro

¢s munkatarsai [81, 82] egyaltalan nem talaltak RAS mutaciot francia PTC-s mintakban.

5.3. Szomatikus onkogén RET/PTC génatrendezédések vizsgalata hazai

differencialt pajzsmirigy tumor mintakon

Munkacsoportunk vizsgalatai soran a RET/PTC génatrendezddést is joval
alacsonyabb gyakorisaggal tudtuk kimutatni a nemzetkozi adatokhoz képest. A
nemzetkozi adatok 10-40%-os gyakorisagot mutatnak [80, 83], ezzel szemben a hazai
PTC-s mintdkban csupan 5,1%-os frekvenciat sikeriilt mérniink. Osszefliggést nem
talaltunk a betegség kimenetele és a génatrendezddés jelenléte kozott. Az irodalmi
adatok alapjan a RET/PTC3 génatrendezddés a papillaris carcinomak koziil is a joval
agresszivabb tulajdonsagt valtozattal hozhat6 osszefliggésbe [23, 33, 37, 47, 80], ezaltal
ez egy erds negativ prognosztikus érték. Erdekes megfigyelést tettek Leeman-Neill és
munkatarsai [84], amikor is 62 csernobili atomkatasztroéfa utani papillaris carcinomas
mintat vizsgaltak meg ¢és az eurdpai atlagnal joval magasabb ardnyban (35%) talaltak

RET/PTC3 atrendez6dést a daganatos mintakban.

5.4. Szomatikus onkogén PAX8/PPARgamma géatrendezédések vizsgalata

hazai differencialt pajzsmirigy tumor mintiakon

Nagy meglepetést okozott a vizsgalataink soran, hogy PAX8/PPARgamma
génatrendezddést egyaltalan nem talaltunk sem a papillaris carcinomas, sem a
follicularis carcinomas mintakban. Modszeriinket Németorszagbol kapott, ismert
génatrendez0dést hordoz6d mintdkkal validaltuk. Ezzel kizartuk, hogy a meglepd

eredményilink a modszeriink hibajabol fakadt volna. Irodalmi adatok alapjan a
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PAX8/PPARgamma génatrendez6dés a follicularis carcinomakban igen magas
aranyban (30-40%) fordul el6 [85]. A vizsgalt génatrendezddés gyakorisaga vitatott a
PTC-s mintakban, ugyanis Armstrong és munkatarsai [86] a follicularis variansa PTC-
ben alacsonyabb gyakorisaggal (1-5%) irjak le, ezzel szemben joval magasabb
megjelenésrol (37%) szamoltak be Castro és munkatarsai [87], akik szintén a follicularis
variansokat vizsgaltak. Mig Klemke és munkatarsai [88] egyaltalan nem talaltak ebben
az altipusban PAX8/PPARgamma génatrendez6dést. Eszlinger munkatarsaival [74] 310
daniai FNAB mintat vizsgaltak meg, amelyekben szintén alacsony eldéforduldst mutatott
(8 eset) a PAX8/PPARgamma atrendezddés. A megtaldlt génatrendezdédéseknek csak a
fele volt ténylegesen Osszefiiggésben valamely tumorral Eszlingerék vizsgalatdban. Egy
masik vizsgéalatuk soran, amikor 33 tumor part vizsgaltak, mindGssze egy

PAX8/PPARgamma atrendezddést sikeriilt detektalniuk [46].

5.5. A SFN, MRC2, HMGAZ2 génexpresszio Osszehasonlitisa hazai papillaris

pajzsmirigy tumor mintiakon

Egy genom screening eredménye alapjan 3, egymastol teljesen mas fliggetlen, mas
géncsaladba tartozo és funkciot ellatd gén kombinacidja bizonyult a legpontosabb
predikcios faktornak a pajzsmirigy daganatok esetében. Ez a harom gén az SFN, MRC2
¢s HMGA2. A vizsgalatok soran kapott eredmények igen szembetiinbek, amit a
statisztikai analizisek utdn kapott szenzitivitas (80%) és specificitas (100%) értékek is
jeleznek [58].

Az altalunk elvégzett vizsgalatok statisztikailag szignifikans dsszefliggéseket nem
mutattak, de megerdOsitette azt a feltételezést, hogy ezen gének expresszidbeli

valtozéasanak szerepe lehet a pajzsmirigy daganatok kialakuladsaban.

5.6. A CYP24Al és CYP27B1 gén expressziojanak vizsgalata papillaris
pajzsmirigy tumor mintiakon

A CYP24A1 gén expresszios vizsgalatat papillaris carcinoma mintadkon elsdként mi

végeztiik el [89, 90]. Osszesen 100 mintat/ép vizsgaltunk, amelyeknek hisztologiai,

klinikai adatit is OsszegyUjtottiik. A vizsgalat lényege és ijdonsdga az volt, hogy a

tumoros szovetmintdk CYP24Al1 gén expresszidjanak mértékét a beteg sajat, ép
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szovetparjadhoz viszonyitottuk. A CYP24A1 és CYP27B1 génexpressziok mellett a
mintakban megvizsgaltuk a szomatikus onkogén mutaciok (BRAF, NRAS, HRAS ¢és
KRAS gének, valamint a RET/PTC1 és RET/PTC3 génatrendezddés) jelenlétét is. A
kapott eredményeket Osszevetettiik a klinikai és szovettani adatokkal. A CYP24A1 gén
emelkedett expresszidjat tapasztaltunk a PTC mintdk tobb mint felében. Az
immunhisztokémiai eredmények egyhanguan alatamasztottak a mennyiségi real-time
PCR soran kapott eredményeket. Méréseink soran az is megfigyelhetd volt, hogy a
CYP24A1 fehérje expresszioja emelkedést mutatott a tumoros mintakban a kontroll
(egészséges) parhoz képest.

Az Osszes adat tekintetében egyfajta trend figyelhetd meg a PTC patologiai statusza
¢s a CYP24A1 gén expresszids mintazata kozott.

Eddig még nem vizsgaltdk a D-vitamin szerepét pajzsmirigy danatok kialakuldsaban,
igy fenn all az a kérdés, hogy a kordbban mas daganatoknal feltart védo hatés itt is
jelentkezik-e [70].

A papillaris tumoros mintdk jelentdés részében emelkedett a CYP24Al1 gén
expresszid, amit az immunhisztokémiai vizsgélatok is megerdsitettek. Mindezek alapjan
megallapithatjuk, hogy a CYP24A1 gén tumorszdvetekbeli emelkedett expresszioja a
D-vitamin jol ismert védé hatasa ellen alakulhat ki. Shama és munkatarsai ugyanilyen
megfigyelésre jutottak az emelkedett CYP24Al expresszid tekintetében, amikor
pajzsmirigy tumor sejtvonalakon végezték vizsgalataikat [91]. Clinkspoor és
munkatrasai alacsonyabb mintaszamon (n=38), de mar differencialt pajzsmirigy daganat
szovetekben vizsgaltak a CYP24A1 fehérje expresszios viselkedését [92]. Vegyesen
vizsgaltak follicularis (n=18) és papillaris (n=20) carcinomas mintdkat ¢s — veliink
ellentétben — nem hasznaltak sajat szoveti kontrollt. Az el6z6 két vizsgalat alapjan
elmondhatjuk, hogy a mi eredményeink er6sebb alapon helyezkednek el, hiszen
nagyobb mintaszamon dolgoztunk és ugyanazon beteg tumor mentes szoveti
pajzsmirigy parjat is megvizsgaltuk.

Ha a genetikai adatokat dsszevetjiik a klinikai és hisztoldgiai informaciokkal, akkor
kideriil, hogy a CYP24A1 mRNS expresszio emelkedése figyelheté meg, ha a betegnek
még kornyékbeli nyirokcsomo attéte volt vagy a tumor érbetoréssel rendelkezett
szemben az alacsony malignitasti mintakkal (65,7% vs. 52,9%). Ezzel szemben hasonld

vizsgalat soran teljesen ellentmondd eredményt kaptak Clickspoor és munkatérsai,
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ugyanis 6k alacsonyabb CYP24A1 expressziot mértek az Nl-es tipusu (nyirokcsomo
metastasist mutatd) PTC szovetekben az NO statusza (attétet nem mutatd) PTC
szovetekhez képest (11% vs. 18% aranyban) [93]. De sajnos az eredményeik
statisztikailag nem voltak szignifikansak.

Az, hogy a papillaris pajzsmirigy rakokra bizonyos genetikai elvaltozdsok
jellemzéek (BRAF, RAS, RET), mar evidencidkon alapul [94]. Megvizsgaltuk a
CYP24A1 gén expresszido kapcsolatat a genetikai markerekkel és a PTC-s mintdink
szovettani paramétereivel. Ehhez PCA tobbvaltozés analizist hasznaltunk. Ezt a
modszert széles korben hasznaljdk az orvosbiologiai problémék és kérdések
megoldasaban, beleértve az expresszios adatok elemzését is. A PCA modszer elonye,
hogy a kétdimenzios abrazolasokhoz képest sokkal jobban tiikrozi a vizsgalt valtozdk
kozti kapcsolatot. A két komponens kumulativ variancidja nem haladta meg a 20%-0t,
ez azt is sugallja, hogy az adatok altal kapott szerkezeti haldo csak gyengén
magyarazhatd ezen komponensek mentén. Ennek ellenére néhany adat kozti
Osszefliggés ranézésre is nyilvanvald. Példaul a CYP24A1 emelkedett expresszio
(CYP24 irany) és néhany malignus faktor kozt pozitiv korrelacio mutatkozott. A kapott
adatok alapjan biztos, messzemend kovetkeztetéseket nem lehet levonni, mert az adatok
egyenetlensége még egy tovabbi komponens bevezetését igényelheti.

Khadzkou és munkatarsai [71] a PTC-s szdvetekben vizsgaltak a CYP27B1, azaz az
1-alfa-hidroxilaz, expressziot és emelkedést tapasztaltak a normal szovetekben mért
expresszids valtozashoz képest, de a kiilonbség nem volt statisztikailag szignifikans.
Ennek az alacsony mintaszam lehetett az egyik oka (16 PTC, 7 metastatizalo PTC és 5
kontroll). Sharma ¢és munkatarsai in vivo PTC vizsgélatok soran hozzank hasonlo
eredményt kaptak a CYP27B1 expresszios mintazattal kapcsolatban, azaz nem valtozik
az enzim szintje a calcitriol hatdsdra a differencidlt pajzsmirigy daganatos

sejtvonalakban [91].

5.7.A SFN, MRC2, HMGA?2 génexpresszi6 és CYP2A1 génexpresszio

osszehasonlitasa hazai papillaris pajzsmirigy tumor mintakon

A kordbban mar leirt genom screenig soran 3 gén (SFN, MRC2 ¢és HMGA?2)
expresszids mintdzatat mi is megvizsgaltuk. Kutatasaink soran ezeket az adatokat
Osszevetettiik a D-vitamin anyagcserében szerepet jatszO CYP24A1 gén expresszios

eredményeivel. Munkacsoportunk altal elséként elvégzett vizsgalatok soran kapott
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eredmények statisztikailag szignifikans kiilonbséget nem mutattak, de trendeket,
kovetkeztetéseket levonhatunk bel6liik.

A PTC klasszikus valtozata és egyéb variansok (follicularis, Hiirthle-sejtes, tall cell,
encapsulalt és microcarcinoma) tekintetében az MRC2 gén ¢és a CYP24Al gén
emelkedett expressziét mutatott a klasszikus PTC csoportban. Az SFN és HMGA2
gének esetében az emelked6 tendencia a PTC variansok kozott figyelhetd meg.

Megvizsgaltuk azon eshetdséget is, amikor egyéb pajzsmirigyet érintd tarsbetegség
(Hashimoto-thyreoiditis, hyperthyreosis, hypothyreosis) is jelen volt a tumor mellett. A
HMGA2 és MRC2 gének esetében emelkedd trendet lattunk a valamilyen egyéb
pajzsmirigy betegséggel rendelkezé betegek mintainal, mig az SFN és a CYPP24A1l
géneknél pont a masik, a csak PTC-s csoportnal jelentkezett ez az irany. Ez a
megfigyelés azért érdekes, mert pl. autoimmun thyreoiditisben nem emelkedik a D-
vitamint neutralizaldé enzim mennyisége, igy a calcitriol immunmodulalé hatasa
érvényesiilhet.

Osszevetettiik az expressziés mintdzatokat az agresszivabb karakterti, illetve
érbetdrést, metastasis nem mutatd tumorok esetében is. Elvarasainknak megfelelden,
mind a négy gén emelkedett expresszidt mutatott az agressziv csoportban.

Mindezek alapjan elmondhat6, hogy a malignus tulajdonsagok jelenléte a vizsgalt
gének fokozott génexpresszidjaval parosul, ami példaul a CYP24A1 esetében a D-
vitamin antitumor hatasa ellen iranyul, a daganat ndvekedése és fennmaradasa

érdekében.

A pajzsmirigyet ¢érintd6 szomatikus onkogén mutaciok ¢és génatrendezddések
vizsgalata soran kapott eredményeink irodalmi adatoktél wvald kiilonbozOsége
feltételezéseink szerint kapcsolatban 4allhat a kordbban leirt jodellatottsagbeli
kiilonbséggel. A legtobb publikacid és adat az amerikai kontinensrdl szarmazik, amely
jodban gazdag teriilet. Ezzel szemben Eurdpa és Magyarorszag is jodban szegényebb
[95-101]. A legtjabb eredmények alapjan a magas jodbevitel szignifikansan noveli a
BRAF mutacio 1étrejottét és emellett pluszban még a pajzsmirigy carcinoma papillaris
valtozatanak megjelenését is segiti [79]. A veliink szomszédos Ausztriaban az elmult 40
év alatti jodpotlas hatdsara a pajzsmirigy rakok szovettani tipusaiban is valtozas allt be,
ugyanis papillaris carcinomak aranya megemelkedett [102]. Ezek is ravilagitanak

minket arra, hogy a geologiai eltérések hatterében valamilyen részben a
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jodellatottsagbeli valtozasok allhatnak [76, 103]. A 90-es években egy korabbi
vizsgalatban kanadai és magyar pajzsmirigy rakos mintdk elemzése soran a jodbevitel
¢s a RAS onkogének mutacidja kozotti osszefliggéseket kerestek. A vizsgalat azért volt
érdekes, mert egy jodban jelentésen gazdag teriiletet (Kanada) hasonlitottak 0ssze egy
jelentdsen jodhianyos teriilettel. Az eredmények értékelése soran egyetlen egy RAS
mutaciot sem tudtak kimutatni a 22 hazai PTC-s mintabol [98]. Egy masik vizsgalat is
megerdsitette ezeket az eredményeket, amikor is egy szintén alacsony jodellatottsagn
vidéken, Szerbidban vizsgaltdk a RAS mutaciok aranyat és a magyar eredményekhez

hasonl6 eredményeket kaptak [47].

Mindezek alapjan nyilvanvalova valik, hogy a differencialt pajzsmirigy
carcinomak szamos molekularis, klinikai és patoldgiai tulajdonsdga megvaltozott az
elmult évtizedek soran [76]. Ez részben koszonheté a technikai hattér fejlodésének,
valamint még érdemes megemliteni a helyi valtozatossagokat is, mint példaul a bevitt
j6d mennyisége, amely jelentdsen atvaridlhatja a tankonyvi adatokat és a daganatok

kialakulasat.
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6. KOVETKEZTETESEK

Az altalunk elvégzett vizsgalatokon keresztiil képet kaptunk a hazai
pajzsmirigydaganatok genetikai variabilitasar6l. ElImondhatjuk, hogy néhany kivétellel
Magyarorszdgon is az irodalmi adatoknak megfelelden alakult a mutdciok és
génatrendezOdések ardnya. A RAS mutaciok aranya follicularis carcinomaban joval a
nemzetkdzi szint alatt maradt. A legnagyobb meglepetést az adta, hogy hazankban
egyaltalan nem jellemz6 a PAX/PPARgamma génatrendezédés a follicularis
pajzsmirigyrakokban. Ezen eltérések pontos okat nem tudjuk, de feltételezéseink szerint
a jodellatottsaggal lehetnek Gsszefliggésben.

Tovabba a komplex génexpresszios vizsgalatok megerdsitettek benniinket
abban, hogy a D-vitamin neutralizalasaban szerepet jatszo CYP24A1 gén emelkedett
expressziot mutat agresszivabb (nyirokcsomoé attét, érbetorés) PTC daganatokban és
pozitivan korrelal az esetlegesen jelen 1évé genetikai mutaciokkal, valamint a tumor
méretével. A relativ magas mintaszdmon végzett vizsgaltunk eredményei alapjan a D3-
vitamin inaktivalasdban szerepet jatsz6 CYP24A1 gén aktivitasa jelentdsen valtozik
PTC-s mintdkban az egészséges kontroll szdvet expresszidjahoz képest. A PCA analizis
soran pozitiv korrelaciot talaltunk a CYP24A1 expresszios ardny és a pontmutaciok
(BRAF, HRAS), génatrendezédések (RET/PTC1) megléte ¢és a tumor negativ
tulajdonsagai kozott. Ezek alapjan felmeriil, hogy a CYP24A1 enzim kozvetleniil is
részt vehet a pajzsmirigy tumorok kialakulasaban.

A differencialt pajzsmirigy daganatok jelentés szazalékat teszik ki az Osszes
pajzsmirigyraknak. A genetikai alapkutatasoknak kdszonhetéen egyre tobb genetikai
tényezOt ismerlink meg a tumor képzddés folyamatdban. Ezen ismereteink alapjat
képezhetik 1j diagnosztikus modszereknek és 0j gyogyszermolekuldk fejlesztésének.

A pajzsmirigy ,hideg”-gobok napi diagnosztikdjat ellatd ultrahang vezérelt
aspiracios citologiai vizsgalatokat célszerli lenne kiegésziteni molekularis biologiai
vizsgéalatokkal is. Ez azért lenne fontos, mert a bizonytalan eredmények szdmat még
jobban le lehetne csokkenteni, ill. a mar genetikai elvaltozadsokat mutatd, amugy
mikroszkép alatt egy benignus strima képét mutatdé gobot mar a daganat
manifesztalodasa elott el lehetne tavolitani.

Az altalunk vizsgalt onkogének a MAP-kindz Gtvonal miikodésében, ezaltal a sejtek

osztddasaban, differencialodasaban és apoptdzis indukalasban jatszanak fontos szerepet.
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A munkank soran beallitott genetikai modszerek megteremtették az alapjat ezen
eljarasok hazai, rutinszerii bevezetésének. A farmakogenomika rohamos fejlédésének
koszonhetden a személyre szabott orvoslds egyre inkdbb szerepet kap a betegségek,
daganatok gyogyitdsaban. Nagy attorés volt ilyen szempontbol példaul az EGFR-gatlo
cetuximab bevezetése a metastaticus colon carcinomak kezelésében. A BRAF pozitiv
melanoma gyogyitasara hasznalt BRAF-gatlo vemurafenib is igéretes hatassal
kecsegtet, am egyelére még a pajzsmirigy tumorok nem szerepelnek az indikacios
teriiletek kozott. Az a tény, hogy ismerjiik melyik daganat tipusra melyik onkogén
szomatikus mutaci6 jellemz0, alapjaul szolgalhat j gyogyszermolekulak fejlesztésének.
Munkank tiikrében érdemes lenne elgondolkodni egy CYP24A1 enzimet gatld vegyiilet

kifejlesztésén, ezaltal lehetdség nyilna a calcitriol antitumor hatasat kihasznalni.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az utobbi évtizedekben a felderitett pajzsmirigyrakos megbetegedések szama
dramaian megemelkedett. A korai diagndzist lehetové tevo, ill. a betegség prognodzisat
befolyasold paraméterek, elsdsorban genetikai eltérések keresése napjainkban jelentds
szerepet kap.

Munkacsoportunk célja az volt, hogy megvizsgalja a pajzsmirigydaganatokkal
Osszefliggésben mar leirt szomatikus onkogén mutaciok (BRAF, NRAS, HRAS, KRAS)
és génatrendez6dések (RET/PTC és PAX/PPARgamma) aranyat hazai differencialt
pajzsmirigytumoros mintakban, valamint a D-vitamin anyagcserében szerepet jatszo
CYP24A1 ¢és CYP27B1 gének, ill. a ,3 gén-modell” (SFN, MRC2, HMGA?2)
expresszios mintazatat PTC mintakban. A vizsgalt genetikai eltérések esetében jelentds
Osszefliggést nem taldltunk a betegség agresszivitasa és a genetikai eredmények kozott,
amelyet Khi-teszttel elemeztiink. A génexpresszids vizsgalatokhoz 4 csoportra
bontottuk a mintainkat a genetikai, hisztologiai €s klinikai adatok alapjan. A ,,3 gén-
modell” esetében az expresszid valtozdsat a tumoros mintdk szazalékos aranyaban
vizsgaltuk a négy csoportban. A tumor negativ tulajdonsagaival, ill. onkogén genetikai
valtozas jelenlétével altalaban az emelkedett expreszid parosult. Khi-tesztet hasznaltunk
a tumor mintak eloszldsanak vizsgéalatdhoz a CYP24A1 expresszio tekintetében, de
statisztikailag szignifikdns eredményt nem kaptunk, csak emelkedd/csokkend trendeket
tudtunk megfigyelni. A multivaridcios fOkomponens analizis sordan a CYP24A1 gén
expresszids valtozasa pozitivan korrelalt a tumorok malignitasaval 6sszefliggésben 4allo
valtozok csoportjaval.

Adataink azt valoszinisitik, hogy a vizsgalt genetikai eltéréseknek szerepe lehet a
differencialt pajzsmirigy daganatok kialakulasaban, ezaltal ismeretiik meghatarozo lehet
a mitét utdni terapia feldllitdsaban. Ezen eredmények alapjan a genetikai eltérések
vizsgéalatanak szerepe és helye van a daganatok kialakuldsa szempontjabdl jelentds
»hideg” gobok rutin citologiai vizsgalatandl, mint predikciés modszer, a gobok
malignizalodasi hajlaménak elérejelzése és a késobbi kezelés céljabol (radiojod kezelés,
BRAF ¢és NRAS gatlo gyogyszerek). Tovabba 0j gyogyszermolekulak célpontjat
képezhetik példdul a D-vitamin antitumor hatdsat kihasznald és erdsité CYP24Al

enzimgatlok.
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SUMMARY

There was a dramatic increase in diagnosed thyroid cancers in the last decade.
The parameters allowing an early detection, like genetic alterations became essential.
Our aim here was to test the proportion of somatic oncogene mutations (BRAF, NRAS,
KRAS, HRAS) and gene rearrangements (RET/PTC, PAX/PPARgamma) in thyroid
gland tumors. We also tested the expression patterns of CYP24Al and CYP27B1, and
the expression patterns of the “3-gene model” (SFN, MRC2, HMGA?2) in papillary
thyroid carcinomas.

We could not find a statistically significant relationship between thw somatic
oncogenic mutations, gene rearrangements and the aggressivity of the tumor by Chi-
test. We divided our study group into four subgroups based on the clinical and
histological properties. In case of the “3-gene model“ we studied the change in
expression (increased, decreased, did not change) in the percentage of samples in the
four subgroups. Negative outcomes and genetic alterations were usually associated with
increased expression. We used Chi-tests to study the change in CYP24A1 expression,
but we could not find a significant change, we could only observe some trends. The
result of the principal component analysis shows that the change in expression of
CYP24AL1 is positively correlated with the features associated with malignancy (lymph
node metastases, tumor size, vascular infiltration, somatic oncogene mutations and/or
gene-rearrangements).

Our data implies that the studied genetic alterations could play a role in
tumorgenesis, therefore their detection could influence the post-surgical therapy of
patients. Our results further enforce the idea that genetic testing has a place in the
routine diagnostics of thyroid gland cold nodules as a predictive method of the nodule's
susceptibility to malignant transformation and as a determinant of further therapy
(radioiodine therapy, BRAF and NRAS inhibitors). Furthermore CYP24A1 inhibitors
could be the next target of anticancer drugs to facilitate the anti-tumor effect of vitamin
D.
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_f azgat6: Prof. Dr. Szathmari Miklos
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Genetikai tényezdk vizsgalata a pajzsmirigyrak kialakuldaséban

TAJEKOZTATO A VIZSGALATBAN RESZTVEVOK RESZERE

Tisztelt Résztvevo,

1. A vizsgalat célja

A pajzsmirigy gobds megbetegedéseinek csupan tdredéke rosszindulati tumor. Ezen tumorok
nagyobbik része jol kezelhets, azonban a kezelés sikerességét alapveten befolyasolja a diagndzis
idépontja. Jelenleg finomtii biopszidval (FNAB) diagnosztizaljuk a tumor fajtajat. de ez a mddszer
sem képes 100 %-ban pontos diagnozist adni. Vizsgalatunk célja genetikai vizsgélattal novelni a
diagnosztikus pontossagot.

2. A vizsgalat vezeldje

A vizsgalat vezetdi Dr. Takdcs Istvan és Prof. Dr Lakatos Péter a Semmelweis Egyetem L sz.
Belgyodgyaszati Klinikajanak tandrai. A genetikai vizsgalatok és a genetikai mintdk taroldsa az I. sz.
Belgy6gyaszati Klinika Klinikai Kutatd és Izotopdiagnosztikai Laboratoriumaban torténnek.

3. A vizsgadlat leirdsa és az alkalmazott médszerek ismertetése
Az On részvétele esetén egy kérddiv kitdltésére kérjilk meg. majd a vizsgalataihoz egyebként is
sziikséges mintavétellel nyert anyagmintabol egy igen kis részt genetikai vizsgalatra killonitiink el.
Ez a mintavétel lehet
1. Az Onnél végzett pajzsmirigy miitét sorn eltivolitott daganat szovetbdl
2. Vagy nyaki gobb6l valo vékonyti-mintavétel soran a vett minta maradék anyagabol.

A vizsgalat miatt sem tobb sziras. sem nagyobb anyagkivitel nem térténhet. A vizsgalatban valo
részvétel nem jar tdbblet beavatkozassal illetve id6vel. vagy barmilyen kellemetlenséggel. Nem

okozhat egészségkarosodast Onnek.
Ont, féléves gyakorisdggal, 3 évig kovetjiik. Félévente attekintjilk orvosi papirjaikat. Elégtelen

informacié vagy tumor gyanu esetén felvessziik a kapcsolatot az On gondoz6 orvosaval.
A levett mintakat és/vagy a mintakbol kivont genetikai hordozd anyagot az l.sz. Belgyogydszati

Klinika Kutaté Laboratériumaban taroljuk a vizsgalat befejezéséig. A mintdk csak a fent emlitett

molekularis biologiai vizsgdlatokra hasznalhatok. és személyes adatok nélkiil, titkos szidmkoddal
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jeloljiik. A titkos szamkéd csak arra hasznalhatd, hogy a vizsgalathoz sziikséges egyéb adatok a
vizsgalat eredményével Gsszevethetdek legyenek. és sosem haszndlhatok arra. hogy a molekuldris
analizist végzd személy felvegve Onnel a kapesolatot. A titkos szamkodor Dr. Takées Istvan jeldli ki.
és a kodszam azonositasinak modjat csak O és egy altala kijelolt helyettesitd személy ismeri.
Amennyiben sziikségessé valik. a kapesolatot 6k tudjak felvenni Onnel.

Az On vizsgalati mintdin és a Kitolou kérddiven is csak a szamkod tiintethetd fel. A mintak
azonositasa nem nevek alapjan torténik, tehat a vizsgalati mintakbol az On személyes adatai nem
azonosithatok. A genetikai vizsgalat eredményébol nem lehet kovetkeztetni az On személyére, és a

személyazonossagot automatikusan a vizsgalat utan sem fedik fel.

4. A vizsgalat sordn végzendd egyéb eljdrdsok

A vizsgilat sordn csak a szokdsos kivizsgalas soran nyert adatokat hasznaljuk fel. illetve a kezelés.
kivizsgalds, mitéti beavatkozas soran szokdsosan nyert mintakb6l hasznalunk fel egy kis mennyiséget
genetikai meghatarozasra. Ez a tudomdnyos vizsgalat sem az On kivizsgilasit. sem mintdinak

értékelhetdségét nem befolyasolja.

5. A vizsgdlathol szirmazo elényok — a vizsgdlati eredményck megismerése
Az On szamira a vizsgalat valdszinileg nem jar kdzvetlen eldnyskkel. A vizsgdlt genetikai tényezdk

diagnosztikus szerepe jelenleg nem bizonyitott. ezért azok most az On sziamara semmilyen biztos
informaciot sem jelentenek.

On jogosult a vizsgalt genetikai adatainak megismerésére. Ezt kérésére mintainak visszakodolasa utan
megtesszilk. Amennyiben eredményeink. vagy a kivetkezo években megjelend tudomanyos adatok
alapjan az altalunk vizsgalt genetikai varidciok hatassal lehetnek az On vagy vérszerinti rokonai
egészségi dllapotdra. Azaz a vizsgalt genetikai paraméterek diagnosztikus eszkdzzé vdlnak. akkor
genetikai vizsgdlati eredményérdl személyesen tajékoztatjuk. Ekkor az On dlal megadott
elérhetoségek valamelyikén személyes megbeszélésre hivjuk be. Amennyiben nem csak személyesen
akar tudomast szerezni a genetikai eredményrdl, akkor teljes bizonyité erejii magdnokiratban vagy
irdsképtelensége esetén két tanu egyiittes jelenlétében megtett szébeli nyilatkozatdval megnevezheti

azt a személyt, aki jogosult genetikai adatait megismerni.

6. Kompenzicio
Anyagi ellenszolgaltatas a vizsgalatban valé részvételért nem adhato.

7. Terdpids beavatkozdsok a vizsgdlat sordn
A vizsgélat nem foglal magaba terdpias beavatkozast.
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8. A vizsgalat megszakitisa

Az On részvétele ebben a programban teljesen dnkéntes. részvételi szandéka barmikor visszavonhatd.
Amennyiben nem kivan részt venni a vizsgilatban, vagy részvételi szandékat a program soran
visszavonja, az semmilyen hatrannyal nem jar orvosi ellatisaban. Részvétele az On beleegyezése
nélkiil abban az esetben vonhato vissza, ha az orvosi vélemény szerint az indokolt.

Amennyiben tigy dént, hogy részvételét a vizsgilatban megszakitja. kérjiik szandékat jelezze szoban
vagy irisban a 9. bekezdésben taldlhato elérhetdségek valamelyikén. Ekkor a bekédolt genetikai
mintat a vizsgilatvezetd visszakddolja (tehat az On mintdjat kiemeljiik a mintak koziil) és a mintat
illetve a mintdjéval kapcsolatos eddigi eredményeket, csakigy. mint a vizsgélatban rogzitett klinikai
adatait. ezek papir. elektronikus formajat megsemmisitjiik az adatkezelési torvénynek ¢s a bioldgiai
hulladékkezelési szabdlyoknak megfelelden. A minta és az adatok megsemmisitése az On jelzését
kévetd 8 napon beliil megtérténik és errél On 15 munkanapon beliil irasos értesitést kap. amennyiben
errol az irasos értesitésrol irasban nem mond le.

9. Az adatok bizalmas kezelése

Az On személyazonossaga. személyes adatai és a vizsgalatok eredményei a nemzetkozi jogi
elirasokat tekintetbe véve és azoknak megfelelen szigortan bizalmasan kezelendsk. Az On adatai és
a vizsgélatok soran nyert eredmények szigortan bizalmas kezelése szerint bizonyos adatok a
vizsgalatot végzok. a szakmai etikai bizottsag, illetve a hivatalos kormanyzati feliigyelok szimara
kiadhato. amennyiben az nem jogellenes.

10. Felmeriilé kérdések

Barmilyen. a vizsgilattal kapesolatos egészségiigyi probléma vagy megvilaszolatlan kérdés esetén
kérjiik hivja munkaidoben Dr. Takacs Istvant a +36-1-459-1500 telefonszamon. vagy a nap 24
orajaban Dr. Halaszlaki Csabat a +36-20-2341-269 szamon. Amennyiben On egy, a vizsgalatto]
fggetlen kutatéval kivan beszélni, kérjiik hivia Dr. Nagy Zsoltot a +36-1-459-1500/1493
telefonszamon.

Mivel a vizsgalat érdekében semminemii orvosi beavatkozast sem végziink. ezért Ont a vizsgalat sorin
egészségkdrosodas nem érheti. A beleegvezd nyilatkozat alairasaval az On jogai nem sériilnek.

1. A vizsgilat, a betegtijékoztaté anyag és a beteg beleegyezd nyilatkozat mind formailag. mind
tartalmilag megfelel a 2008. évi XXI. — a humangenetikai kutatasokrél szélo — torvényben és a
235/2009. (X. 20.) Korm. rendeletben rogzitetteknek és a vizsgalatot az Egészségiigyvi Tudomanyos
Tanacs Tudomanyos ¢s Kutatasetikai Bizottsaga engedélyezte.

Koszanjiik. hogy elolvasta tdjékoztatonkat!
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Tel.: 459-1500 Fax: 313-0250

GENETIKAI TENYEZOK VIZSGALATA A PAJZSMIRIGYRAK
KIALAKULASABAN

a vizsgilat, a beteg tdjékozaté anyag és a beteg beleegyezd nyilatkozat mind formailag, mind
tartalmilag megfelel a 2008. évi XXI. — a humangenetikai kutatasokrél szolo — tdrvényben
rogzitetteknek. illetve 235/2009. (X. 20.) Kormanyrendeletnek és a 23/2002 EiM rendeletnek

BELEEGYEZO NYILATKOZAT

A vizsgalatrol érthetden tajék k és a vele kapcsolatos dsszes kérdé kielégitd vlaszt kaptam.

Tudomasul veszem, hogy a vizsgalat vezetdi Dr. Takdcs Istvan és Prof. Dr. Lakatos Péter, és a molekuldris
biologiai vizsgalatot a Semmelweis Egyetem I. sz. Belgyogyaszati Klinikan végzik. ahol 10 évig taroljak kédolt
genetikai mintamat és kodolt klinikai adataimat és felhasznaljak a pajzsmirigy betegségekkel kapesolatos

K asokhoz. A b jék asta S lweis Egyetem |. sz. Sebészeti Klinikajan Dr. Horanyi Janos. az

Egyetem 1. sz. Belgy6gyaszati Klinikdjan Dr. Takécs Istvan és Dr. Halaszlaki Csaba. az Orszigos Onkologiai

Intézet Fej-Nyak Sebészeti Osztalyan de. Boér Andrés végzi.

Alulirott,

NEV: , sziil idé/hely:
Anyja neve: , Lakcime:
TAJ-szam: - -

- Onkéntesen és befolyastol mentesen hozzijarulok. hogy a pajzsmirigy betegségek genetikai hatterének
felderitését célz6 kutatdshoz tolem genetikai mintat vegyenek és a kodolt genetikai mintdt illetve az abbdl
szarmazo adatot 10 évre taroljak (biobankban helyezzék el).

- Kizarélag orvostudomanyi céli — ezen bellll is a pajzsmirigy betegségekkel Osszefiggd - kutatashoz

tjak kodolt g ikai mi ¢s Klinikai
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- Tudomasul veszem, hogy beleegyezésemet barmikor visszavonhatom, ennek médjarél széban és irasban
tdjékoztattak.
- A kutatdsrol szoban és irasban tajékoztatast kaptam, azt megértettem és tudomasul vettem.

- A beleegyezd nyilatkozatbél és a tajékoztatébol egy példanyt a rendelkezésemre bocsatottak.

DATUM: / /

Vizsgalatvezeto aldirdsa

Ly
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